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Zur Charakterisierung 
elektrophoretisch fraktionierter nativer Starke 
verschiedener Herkunft 
Von 
Olle Dahl 
Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Stockholm) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1939) 


Es ist eine wohlbekannte T'atsache, daB nicht nur Glykogen, 
sondern auch Kleister von Starke verschiedener Herkunft einen 
phosphorylierenden Abbau durch Muskelenzym erfahren!). Nach 
den Untersuchungen Maquennes kénnen nun Kleister nativer 
Stirke in eine phosphorhaltige, kleistrige Komponente, Amylo- 
pektin, und eine phosphorfreie oder phosphorarme, Amylose, die 
keinen Kleister mit warmem Wasser gibt, getrennt werden. Nach 
einer Zusammenfassung von Samec und Blinc?) iiber die neueren 
Ergebnisse der Stirkeforschung betrigt die Amylose in ver- 
schiedenen nativen Stirkesorten immer etwa 15°/, der Stiirke. 
Die beiden Stirkekomponenten sind weiter durch ihre Jodfarbe 
gekennzeichnet: Amylopektin gibt violette, Amylose gibt blaue 
Farbe mit Jodlésung. Nach Samec ist das Molekulargewicht des 
Amylopektins und der Amylose von derselben GréSenordnung, 
und zwar 105, Taylor betont das verschiedene Verhalten der 
Fraktionen gegen Alkali: Amylopektin wird nicht oder iuBerst 
unbedeutend angegriffen, Amylose ist dagegen sehr alkali- 
empfindlich. Dies mu bei der Herstellung von Glykogen in 
Betracht gezogen werden. 


Es soll schon anfangs' hervorgehoben werden, daB die oben 
erwihnten, als charakteristische Merkmale der Amylose und des 
Amylopektins angegebenen Verschiedenheiten nicht von allen 
Forschern auf diesem Gebiete bestiitigt worden sind. Ja, es ist 
sogar in Frage gestellt worden, ob man tiberhaupt von definierten ~ 
Stirkekomponenten sprechen kann, ob der Unterschied nicht 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 6 
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vielmehr auf Verschiedenheiten der physikalischen Struktur und 
nicht der chemischen beruht. Bei der Beurteilung der Amylose- 
Amylopektinfrage mu8 man folgendes bedenken: 


1. Man muB sich erinnern, daB die erhaltenen Fraktioney, 
aus Stirkekleister isoliert werden, nicht aus der intaktep, 
nativen Starke. Da8 irgendeine Verinderung der Starke bei der 
Kleisterbereitung stattfindet, z. B. als naichstliegende eine Hydro. 
lyse, dirfte nicht verneint werden kénnen, und zwar muB man 
vorliufig annehmen, daB eine eventuelle Spaltung entweder durch 
das Wasser oder durch ein von der Stirke nicht zu entfernendes 
Enzym verursacht werden kann. Bekanntlich wird z. B. von 
Amylase nicht Starke selbst, sondern nur Kleister derselben 
angegrifien. Auch in dem zunehmenden Reduktionsvermégen, das 
man beim abwechselnden und wiederholten warmwasserbehandeltey 
bzw. elektrophoretisch fraktionierten Stirkekleister an den dabei 
erhaltenen Solfraktionen (Amylose) beobachtet (Tab. III), diirfte 
man einen Abbau sehen kénnen. Da es aber bisher nicht ge- 
lungen ist, native Starke selbst zu spalten, muB die Frage der 
Einheitlichkeit der Starke dahingestellt bleiben. DaB die Temn- 
peratur (und gewissermaBen auch die Zeit) der Verkleisterung 
auf die EKigenschaften und besonders auf die relative Ausbeute 
von Amylose und Amylopektin bei der elektrophoretischen 
Trennung einwirkt, kann auch gezeigt werden (Tab. III und IV. 
Kartoffelstirkekleister bei 85° bzw. 100° dargestellt). 


2. Von besonders groBer Bedeutung ist die Methode, die 
bei der Fraktionierung des Kleisters zur Anwendung komnt. 
Beziiglich der Reproduzierbarkeit verschiedener Trennungsmethoden 
kann hier nichts gesagt werden mit Ausnahme der elektrophore- 
tischen*), die bei den Versuchen in dieser Arbeit durchweg ver- 
wendet worden ist. Die Resultate, die man nach dieser Methode 
erhalt, sind gut reproduzierbar. Dagegen wurde ein Vergleich 
zwischen einem Kartoffel-Amylosepriparat, das nach der Lingschen 
Ausfrierungsmethode hergestellt war*), und Kartoffel-Amylose nach 
der elektrophoretischen Trennungsmethode, angestellt. Beide 
Praiparate lésten sich in warmem Wasser ohne Kleisterbildung 
auf; die iibrigen Kigenschaften waren dagegen ganz verschieden: 
das erstgenannte Priparat enthielt 0,074°/, organischen P (eben- 
soviel wie Amylopektin), lieB sich gleich gut phosphorylieren wie 


*) Herrn Prof. K. Myrbick danke ich fiir die freundliche Uberlassung 
dieses Priparates. 
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Amylopektin und wurde in einer Ausbeute von 40°/, der Starke 
erhalten; das letztgenannte enthielt < 0,001°/, P, lieB sich 
besonders schlecht phosphorylieren, Ausbeute 17°/, der Stiirke. 

Auch andere Methoden als die genannten kommen ja be- 
kanntlich bei der Fraktionierung von Stirkekleistern zur Ver- 
wendung, so die Ultrafiltrierung, Zentrifugierung und die Fiallung 
durch chemische Reagentien. Der Wert der Fiallungsfraktio- 
nierungen von nativer Stirke erscheint zweifelhaft. Dagegen 
dirften sie von Nutzen bei der Beurteilung der Hinheitlichkeit 
yon Amylopektinen sein. 1°/,ige ,Lésungen“ von aus verschie- 
denen Stiirkesorten durch elektrophoretische Trennung erhaltenen 
Amylosen und Amylopektinen bildeten alle sofort Niederschlage, 
wenn sie mit gleichen Teilen 95°/,igem Alkohol versetzt wurden 
bei Reisamylose setzt sich der Niederschlag jedoch erst nach 
mehrstiindigem Stehen). Dabei fallt praktisch alle Amylose, und 
eine vollkommen klare Fliissigkeit bleibt zuriick; das Amylopektin 
fallt bis 60—70°/, aus und hinterlaBt eine sehr triibe Fliissigkeit. 
aus der durch Stehen oder durch Zusatz von mehr Alkohol 
allmihlich nur kleine Mengen ausfallen. Eine groBe Bedeutung 
hat die alkoholische Fallungsmethode bei der Fraktionierung der 
von Myrbaick und Mitarbeitern*®*) entdeckten sogenannten Grenz- 
dextrine — durch Amylasen weiter nicht spaltbare, phosphor- 
reiche Spaltstiicke der Stirkemolekeln — erlangt. 

3. Selbstverstindlich kann man die Higenschaften der Amy- 
losen und .der Amylopektine, sofern man diese Komponenten nur 
aus einer einzigen Starkesorte studiert hat, nicht ohne weiteres 
verallgemeinern. Ja, die Kigenschaften und das relative Mengen- 
verhailtnis der Fraktionen kénnen fiir eine und dieselbe Stirke- 
sorte natiirlich verschieden sein. Es ist dies von der Beschafien- 
heit des Nihrbodens der Stairkepflanzen und von der Herstellungs- 
weise der Stiirke bedingt. Endlich mu8 man offenbar auch mit 
Verunreinigungen von Nichtstiirke-Natur rechnen. 


Die enzymatische Charakterisierung von Amylose und Amylo- 
pektin — besonders das Verhalten gegen Amylasen — ist von 
mehreren Forschern vorgenommen worden. Polak und Tychowski’) 
geben an, daB Amylose zu fast 100°/, von a-Amylase verzuckert 
wird; mit f-Amylase soll eine schnell verlaufende Hydrolyse der 
Amylose bis 35°/, stattfinden, wonach eine langsame Verzuckerung 
eintritt. Myrback und Ahlborg*‘) fanden zuerst, da8 Kartoffel- 
amylose, die nach der Lingschen Ausfrierungsmethode dargestellt 
6* 
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war, zu nahezu 100°/, von Malzamylase (= «- + 6-Amylase) I sich 
abgebaut wird. An spiter nach derselben Methode dargestelltey HM die 
Amylose beobachteten diese Forscher eine Verzuckerung von nur M Lig 
80—85°/,, wie sie auch fiir native Starke selbst gewdhnlich & inst 
erhalten wurde. Im letztgenannten Fall war das Amylosepriparat I Gel: 
nicht P-frei, sondern enthielt sogar mehr organischen P als die geel 
urspriingliche Starke. Im nicht verzuckerungsfihigen Riickstund # sch 
— dem unléslichen Rest und in Lésung vorhandenen Grenz. 

dextrinen — finden die Verfasser die Hauptmenge des organisch 

gebundenen P wieder und sehen hierin eine Stiitze ihrer Theorie HH ute 
von der kKonstitution der Stirkemolekeln. Hier muB auf die Enz) 


angegebene Literatur, sowie auf Angaben von Myrbick uid @ 
Mitarbeitern ®) tiber die Nichteinheitlichkeit von Amylasepriiparate: J \ 
hingewiesen werden. Wei 
Beim Studium der Viskosititsinderungen von a-diastatisch HM meh 
abgebauten Amylosen und Erythroamylosen — durch Druck. § bl 
kochbehandlung von Stirkekleistern entstehende, nichtkleistrige er 
Produkte — fand Samec’®) eine schon anfangs kriftige Er 


niedrigung der Viskositét, obgleich dabei noch keine merkbare & bez: 
Erhéhung des Reduktionsvermégens beobachtet werden konnte. 
Die Jodfarbe blieb ebenfalls blau, das Molekulargewicht fast i ‘°* 


unverandert. 

Wie schon eingangs erwihnt wurde, wird native Starke 1 
gerade wie Glykogen von Muskelphosphorylase angegriffen. Die 0 
ersten Versuche zur Charakterisierung der Amylose und des 0 
Amylopektins durch dieses Enzym sind von vy. Euler und Bauer'") 0 
vorgenommen worden, und zwar wurde das Verhalten der elektro- 0 
phoretisch erhaltenen Amylose und des Amylopektins der Kartoffel- 0 
stirke untersucht. Es wurde gefunden, daB die Kartoffelamylose (l 


sich sehr viel schlechter phosphorylieren Ja&t als das entsprechende 


Amylopektin. Da die Amylose auferdem keinen oder duBerst +. 
wenig organischen P enthielt, das Amylopektin dagegen ver- th 
hiltnismaBig viel, weisen die Verfasser auf eine médgliche Be- Zent 
ziehung zwischen organisch gebundenem Phosphor und _Phos- 

phorylierbarkeit hin. Um diese und andere in diesem Zusammet- < 


hang naheliegende Fragen zu beantworten, habe ich daher aul 
Anregung von Prof. v. Euler diesbeziigliche Untersuchungen Verb 
weitergefiihrt und sie im besonderen auch mit Untersuchungen 
iiber fraktionierte Getreidestarkesorten erganzt. 

Fir das Fraktionieren der Starkekleister wurde, wie schon Men, 
erwihnt, hier nur die elektrophoretische Methode verwendet, die J phor 
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sich ja durch gute Reproduzierbarkeit auszeichnet und bei welcher 
die erhaltenen Sol- und Gelfraktionen die eingangs erwihnten 
Figenschaften der Amylosen bzw. der Amylopektine aufweisen, 
insbesondere das Nichtvorkommen oder einen ifuBerst geringen 
Gehalt an organischem P in den Solfraktionen. Fiir die Trennung 
geeignete Apparate wurden konstruiert und sind gesondert be- 
schrieben %). 


Versuchsteil 


Zur Herstellung der Enzymlésung [vgl. ”)]. Enzymlésung I (vgl. 
uiten) wurde nach unmittelbarer Dialyse von einem Teil des Muskelextraktes, 
Enzymlésung II nach Dialyse von einem zweiten Teil nach etwa 3 Wochen, 
erhalten. Dialysezeit: 24—25 Stunden. Beide Enzymlésungen waren frei 
yon ,,Co-phosphorylase“ und Eigendonatoren. 

Stirkesorten, die untersucht wurden: Weizenstirke, Stirke von 
Weizennachmehl, Reis-, Mais- und Kartoffelstirke. Stirke von Weizennach- 
mehl wurde durch Auswaschen des Klebers aus Weizennachmehl und an- 
schlieBendes 4 maliges Waschen der Stirke mit Wasser dargestellt; die 
anderen Stirkesorten waren Handelswaren. Kleister wurde, wenn nicht 
anders angegeben ist, bei 100° bereitet. 

Die in den Tabellen und Diagrammen angegebenen Ziffern 


f beziehen sich durchweg auf Trockensubstanz. 


Standard-Reaktionsmischung bei den Phosphorylierungs- 

versuchen (5 ml): 
10,0 mg Substrat (Trockensubst.), als 1—-11/, °/,iger Kleister zuzugeben 
(a ml) 
1,00 ml 4/,, m-Phosphatlésung [py =7,4] *) 
0,25 ml +/, m-MgSO,-Lésung 
0,50 ml t-Adenylsiurelésung, enthaltend 1 mg AS/ml (mit NaOH ab- 
gestumpft) 
0,50 ml im Verhiitnis 1:3 oder 2:3 verdiinnte Enzymlésung 
0,50 ml 1/, m-Veronal-Acetatstammlésung nach Michaelis | gibt py=7,3 
0,50 ml 3/,) n-HCl bis 7,4 
(1,75—a) ml Wasser 

Die angewandte Menge t-Adenylsiure geniigte zur vollen Aktivierung. 
Die Enzymlésung wurde immer zuletzt zugesetzt. Reaktionstemperatur: 30°. Zur 
P-Bestimmung (nach Fiske-Subarrow-Teorell): 1,00 ml Reaktionsgemisch 
+ 1,00 ml 10°/,ige CC],;COOH wird abgeschleudert und 1,00 ml vom klaren 
Zentrifugat zur Bestimmung abpipettiert [vgl. weiter 1°]. 

Nur die Phosphorylierungsversuche, die gleichzeitig aus- 
gefiihrt sind und bei denen dieselbe Enzymlésung verwendet 
worden ist, sind direkt vergleichbar. 

Die Bestimmung von Gesamtphosphor der Substrate geschah durch 
Verbrennung von 0,1—0,2 g Substanz bzw. von Lisungen, enthaltend diese 


*) Enthalt ein Substrat viel (> 0,5 °/,.) anorganisches Phosphat, so muf 
die zugesetzte Menge Phosphatlésung um die durch das Substrat zugefiihrte 
Menge anorganisches Phosphat verkleinert werden, da ja nach '%) die Phos- 
phorylierungsgeschwindigkeit eine Funktion der Phosphatkonzentration ist. 
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Substanzmenge, mit zuerst 1 ml konzentrierter H,SO,, danach mit 5—7 Tropfen 
konzentrierter HNO, und zuletzt mit 3—4 Tropfen Perhydrol. Um event 
gebildetes Pyrophosphat zu Phosphat umzusetzen, wird nach Verdiinnung 
mit Wasser aufgekocht. 

Nur Weizenstiirke enthielt gréBere Mengen anorganischen P., und zwar 
0,038 °/,, die anderen Stirkesorten 0,001—0,002 °/,. 

Das Reduktionsvermégen der Stirkekleister und deren Fraktioney 
wurde nach Willstétter-Schudel bestimmt. Zur Bestimmung: 10 ml eine 
etwa 1°/,igen ,,Lésung“. 

Die elektrophoretische Trennung. Diese geschieht be; 
§ = 40 Volt/em in besonders konstruierten, vertikal zu verwendendey 
Apparaten *), In diesen wird eine gleichzeitige elektrodialytische Reinigung 
und elektrophoretische Trennung des Stiirkekleisters durchgefiihrt. Ge. 
w6hnlich wurden zwei parallel gekoppelte Apparate gleichzeitig getrieben, 
Ks wurde in jedem Apparate etwa 1 Liter 2 °/,iger Kleister der Behandlung 
unterworfen. Nach beendigter Trennung (nach 2—3 Tagen) wurde das 
wasserklare Sol (400—700 ml) mittels eines Hebers herausgenommen. Dic 
Fliissigkeit wurde im Vakuum bei 35—40° Badtemperatur bis zu etwa 
1 °/,iger Lésung (Amylose I) eingeengt, die dann zu den Bestimmungen ver- 
wendet wurde. Das Gel wurde mit warmem Wasser aufgenommen, dessen 
Volumen gleich demjenigen der abgeheberten Amyloselésung war. Es 
wurde mit dem Wasser zu einem klumpenfreien Kleister verriihrt (Amylo- 
pektin I), event. auch durch ein dichtes Seidensieb getrieben. Vom Kleister 
werden nun 20—30 ml herausgenommen und nach Verdiinnung mit Wasser 
bis auf einen 1 °/,igen Kleister fiir die Bestimmungen verwendet. Die Haupt- 
menge wird der elektrophoretischen Behandlung aufs neue unterworfen, 
wobei Amylose II und Amylopektin II erhalten werden; wiederholte Be- 
handlung von Amylopektin I liefert zuletzt Amylose IIL und Amylopektin III. 
An siimtlichen Priparaten wurden Trockengewichtsbestimmungen durch 
Kindunsten von 5—10 ml ,,Lésung‘‘ und Trocknen im Trockenschrank bei 
100—105° ausgefiihrt. 


Vergleich verschiedener nativer Stirkesorten. Die Resultate 
gehen aus Tab.1 hervor. Die Phosphorylierungsversuche sind 
gleichzeitig ausgefiihrt und daher direkt vergleichbar. 


Tabelle I 


Enzym bei den Phosphorylierungsversuchen : 
Enzymlésung I (1:3), Alter etwa 2 Wochen 


























Phosphorylierung: ver- {Redukt- 

Kleister | O'S*”-| brauchter anorg.Pinypro| Ver- 

Stiirkesorte P| ml Reakt.-Gem. nach Min. | mégen: 

bei ° in °% — at y/o Mal- 

"|. 10..| 8B | 100: 5 tase" 

enneres ee Bune a at 

Weizenstirke ....{| 100 | 0,065] 15,2 | 258 | 41,8 | 1,6 
Weizennachmehlstirke 100 0,077 17,4 | 27,0 | 43,4 2,0 
Reisstirke. .....] 100 | 0,033] 138 | 268 | 462 | 12 
__ aeaamunpmaag tain 100 0,013 14,4 | 27,4 | 41,4 1,2 
Kartoffelstiirke. . . . 100 0,061 12,2 | 25,0 | 44,4 1,0 
: pinasas 85 | 0,061] 104 | 236 | 366 | 09 
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Alle Stirkesorten lassen sich, wie ersichtlich, etwa gleich gut 
phosphorylieren. Besonders ist jedoch hervorzuheben, daB der 
hei 85° bereitete Kartoffelstarkekleister ein deutlich schlechteres 
Substrat ist. Der Gehalt an organisch gebundenem P schwankt 
sanz betrichtlich. Obgleich z. B. Maisstirke nur '/,—’/, des 
P-Gehaltes der untersuchten Weizenstiirken hat, ist die Phos- 
phorylierbarkeit der Kleister fast dieselbe. 

Myrbiack*) und Samec haben folgende P-Werte fiir Weizen-, 
Reis- und Kartoffelstarke gefunden (in der genannten Reihenfolge): 


10,059, 0,010 und 0,058°/, (Myrback); 0,046, 0,017 und 0,049 °/, 


Samec). 

Die erhaltenen Werte des Gehalts an organischem P kénnen 
natiirlich als rein zufallig betrachtet werden, insbesondere wenn 
man etwaige P-haltige Verunreinigungen in Betracht zieht. Je- 
doch kann nicht verneint werden, dab aus der Tab. 1 gewisse 
GesetzmiBigkeiten hervorgehen. Z. B. kommen die P-Gehalte 
von Weizen- (oder Kartoffel-), Reis- und Maisstarke dem Ver- 
hiltnis 4:2:1 nahe, was in noch héherem Grad fiir die be- 
treffenden Amylopektine gilt: (Tab. II). Es mu natiirlich als 
unsicher angesehen werden, an Hand der P-Werte Schliisse auf 
die MolekulargréBe der Starke zu ziehen. Wenn man aber mit 
Myrback annimmt, daB der Phosphor als Bauelement der Stirke- 
molekeln zu betrachten ist, sollten fiir Weizen- und Kartoffelstarke 
auf 1 Atom P etwa 300 Glucosemolekeln entfallen und das Mole- 
kulargewicht (M) somit etwa 0,5-10° sein; fiir Reis- bzw. Maisstirke 
wire ein M=1-10° bzw. 2-10° anzunehmen oder, wenn M=0,5-10° 
mgrunde gelegt wird, wiirden auf 1 Atom P 2- bzw. 4mal so viele 
Stirkemolekeln als in Weizenstirke entfallen. Hier soll nur auf die, 
der GréBenordnung nach, gute Ubereinstimmung dieser Molekular- 
gewichte mit den gewodhnlich angegebenen hingewiesen werden. 

Das friiher bei Hemmungsuntersuchungen '*) verwendete Amy- 
lum solubile (Schering) ist in Tab. If mit Weizenstiirke ver- 














glichen. 
Tabelle IL 
Enzymlisung II (1:3), Alter etwa 2'/, Wochen 

Phosphorylierung: ver- | Redukt.- 

Kleister | Organ. P| brauchter anorg.Pinypro| Ver- 
Stirkesorte a i ml Reakt.-Gem. nach Min. | mogen: 
bei ° ty ek RRR al 4g ME 

~~ | By tose“ 

Amylum solubile. | 100 | 0,069 | 104 | 20,4 | 350 | 5,6 

Weizenstiirke. . . 100 0,065 16,2 | 27,2 | 46,4 1,6 
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Tabelle III 





Zeit der Fraktionierung fiir die Fraktionen I, II, III in der Reihenfolge: 
88, 65, 65 Stdn. (Weizen- und Weizennachmehlstirke); 69, 42, 44 Stdn. (Reis. 


und Maisstirke); 41, 44, 44 Stdn. (Kartoffelstirke). 


Enzym bei den ag oe emg ee es Enzymlésung I (1:3), Alte ie 
aktionen der beiden Weizenstiirken); Enzymlésung| 
(1:3), Alter 2'/,—4 Wochen (bei den iibrigen Fraktionen) i 


1—2 Wochen (bei den 


§ = 40 Volt/em 


























Stirkesorte Fraktion 
Amylopektin I 
Weizen- + Il 
stirke # lll 
(Kleister Amylose I 
bei 100 %) 93 II 
‘9 eat 
Weizen- Amylop — 
nachmehl- . nil 
stirke 
(Kleister Amylose “4 
i 0 29 
yes ae i a 
Amylopektin I 
Reisstirke " ae 
(Kleister 
bei 100°) Amylose I 
+9 If 
lil 
Amylopektin I 
Maisstirke : a 
(Kleister 
bei 100°) Amylose I 
a 
Amylopektin I 
Kartoffel- is 
stiirke . Ul 
(Kleister Amylose I 
bei 100 %) m II 
ee 
Amylopektin I 
Kartoffel- ‘ II 
stirke ‘ ll 
(Kleister Amylose I 
wend a 








eo Mil 





Aus- 
beute 








-| brauchter anorg. P in y pro 





Phosphorylierung: ver- 


ml Reakt.-Gem. nach Min. 





10 | 30 | 100 
142 | 25,8 | 488 
15,8 | 28,2 | 49,2 
146 | 25,8 | 46,2 
10,2 | 204 | 332 
15,8 | 268 | 45,4 
15,6 | 26,2 | 48,2 
142 | 262 | 488 
168 | 31,0 | 51,0 
17,0 | 294 | 496 
5,6 | 126 | 20,8 
13,4 | 232 | 37,0 
126 | 244 | 386 
20,4 | 33,2 | 53,0 
196 | 31,0 | 51,4 
19,0 , 30,2 | 51,2 
22° | i184 1 8 
114 | 196 | 30,6 
13,4 | 20,2 | 30,0 
184 | 306 | 488 
164 | 280 | 484 
17,4 | 27,8 | 49,4 
142 | 256 | 35,8 
13,2 | 25,0 | 42,0 
14,6 | 25,0 | 42,2 
13,2 | 23,0 | 42,4 
13,6 | 226 | 382 
13,4 | 218 | 37,8 
16 | 2,4 4,4 
3.0 46 | 68 
28 | 62 | 90 
15,0 | 25,2 | 44,2 
16,6 | 242 | 36,4 
168 | 23,8 | 36,2 
18 | 20 | 28 
98 | 44 | 5,6 
18 | 30 3,8 
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Charakterisierung elektrophoretisch fraktionierter nativer Stirke usw. 


Trennung der Starke in Amylose und Amylopektin. Die Sol- 


nenfolge my fraktionen (Amylosen) waren vor dem Kinengen wasserklare F'liissig- 
in. (Reis 7 keiten mit Ausnahme von Weizenamylose, die eine schwache 
It/em ‘ ° . o;: a 

3) Ale Md Opalescenz zeigte. Nach dem Einengen bis auf 1°/,ige Lésungen 
ounct wurden alle triib bzw. traten Fallungen auf. Die Untersuchungen, 


: mogy 
ese nls \ 
cs tose 











die sich tiber etwa 1 Monat erstreckten, wurden fortlaufend vor- 
genommen. Daher sind nicht alle in Tab. IIT angegebenen Werte 
der Phosphorylierung direkt vergleichhbar. Es gilt folgendes: 
Weizenstarkekleister und Stirkekleister von Weizennachmehl sind 
gleichzeitig fraktioniert, daher sind die Phosphorylierungsversuche 
aller dieser Amylose- und Amylopektinfraktionen I miteinander 
direkt vergleichbar; dasselbe gilt fiir die Fraktionen II und end- 
S lich auch fir die Fraktionen I[I. Ferner sind auch die Frak- 
tionierungen von Reis- und Maisstirke gleichzeitig ausgefiihrt; 







Red 
Ve 


3,0 

4) die Vergleichbarkeit der Phosphorylierung dieser Fraktionen unter- 
4 cinander ist daher dieselbe wie friher fir die Weizenstirkefrak- 
2,7 


tionen. Endlich gilt das Gesagte auch fiir die Fraktionen der 
bei verschiedener Temperatur dargestellten Kartoffelstarkekleister. 
97 Aus Tab. iI geht unter anderem hervor: fast aller orga- 


49% nischer P der Starke wird im Amylopektin wiedergefunden; von 
| MS den Amylosen enthilt nur Weizenamylose Spuren von Phosphor 
“  (Verunreinigungen?); die Amylosen lassen sich mit Ausnahme von 
2) Kartoffelamylose nur verhiltnismaBig wenig schlechter als die 


-f® Amylopektine phosphorylieren. Quantitative Betrachtungen werden 
spiter angestellt. Die Kartoffelamylose labt sich sehr viel schlechter 


als Kartoffelamylopektin phosphorylieren, wie schon v. Euler und 
15 ff) Bauer (a. a. O.) gefunden haben. Weiter findet man, daB die 
7 Willstatter-Schudel-Werte bei den Amylopektinen fast kon- 
iy stant sind, bei den Amylosen steigen sie dagegen wahrend der 
19) Fraktionierungen, wie ja auch eingangs erwalnt wurde. Es soll 
4° By hier bemerkt werden, daB die Reduktionswerte (,,°/, Maltose“) mit 
0,0 # einem absoluten Fehler von 0,3—0,5 behaftet sind. Die Gesamt- 
y ausbeuten an Amylose + Amylopektin schwanken zwischen 92 
bs | bis 98°/,, wie man an Hand der Tab. III ausrechnet. Die Ver- 
35 luste diirften hauptsachlich mechanischer Art sein. 
5,6 Der Gehalt verschiedener Starkekleister an Amylose. Wie schon 
1,7 aus Tab. III zu ersehen ist, sind die Ausbeuten an Amylose ver- 
¥ schiedener Starkesorten nicht dieselben. Immerhin sind die Amy- 
i losegehalte von Weizen-, Mais- und Kartoffelstirke nicht weit 
34 voneinander verschieden. Wenn man, wie es in der Tab. IV ge- 


| Schehen ist, die Gesamtausbeute an Amylose unter der Annahme, 
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daB die Amylose im Sol und Gel gleich verteilt ist, berechnet, 

kommen die Ausbeuten an Amylose der drei genannten Starke. FB s 
sorten einander noch naher und betragen 16—18°/,. Bemerkens. BF s¢ 


wert sind die kleinen Ausbeuten an Amylose aus Weizennachmehl- BF 4 
und Reisstarke: die Ausbeuten an diesen Amylosen sind nur etwa 
halb so groB wie die der obenerwihnten drei Amylosen. Man & XK 
beobachte auch die kleinere Amyloseausbeute aus Kartoffelstirke, 
















die bei 85° verkleistert worden ist. fr 
Tabelle IV A 
Gesamtvolumen bei der III. Fraktionierung: 1000 ml ¥ 
- Gesamt- | Volumen der | Gesamt- D 
Amylose ausbeute (°/,) | IIL. Solfrak- | ausbeute(°/,) HR 3S 
(gefunden) | tion in ml | (berechnet) lo 
Weizenamylose (100%)... . . 16,1 570 18 K 
Weizennachmehlamylose (100°) . 8,2 430 g 
Reisamylose (100%. ...... 7,2 585 8,5 
Maisamylose (100% ...... 13,0 445 16,5 
Kartoffelamylose (100°). 15,5 660 17 
a te ee 8 9,7 525 12 















Das ,,anormale“ Verhalien der Kartoffelamylose gegen Muskel- 
phosphorylase. Aus Tab. III ging hervor, daB Kartoffelamylose 
sich viel schlechter als die anderen Amylosen und daher noch 
schlechter als die Amylopektine phosphorylieren lift. Ist dies 
fiir Kartoffelamylose charakteristisch oder wie l4Bt es sich sonst 
deuten? Um dies woméglich zu beantworten, wurden folgende 
Untersuchungen vorgenommen: 
a) Ks wurde Kartoffelstairke selbst hergestellt und fraktioniert. 
Die Kartoffelstirke wurde besonders vom PreBsaft durch 6 maliges 
Waschen und Zentrifugieren schnell befreit, nachher an der Luit 
und zuletzt im Schwefelsiureexsiccator getrocknet. Sie wurde in 
einer Ausbeute von etwa 70°/, der theoretischen gewonnen. Das 
Produkt unterschied sich durch seine besonders weibe Farbe und 
Geruchlosigkeit von der Handelsware. 
Tabelle V 
Kleister bei 100° bereitet. Enzymlésung Il (2:3), Alter 1'/, Monate 




















-Phosphorylierung: ver- | Redukt- 
: brauchter anorg.Piny pro} Ver- 
Kartoffelstirke ml Reakt.-Gem. nach Min, | mogen 
0 ———--, -- ——_—-— .—--—] ,,°/, Mal- 
30. | 100 |” tose" 


Organ. 



















| | 
Selbsthergestellt. . . . . . 0,072 | 172 | 280 | 506 | 1,0 
ey er aera ae ae 0,061 16,8: ; 25,8 | 47,0 1,0 
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Die fast vollstiindige Ubereinstimmung der beiden Kartoffel- 
stirken zeigt Tab. V. Nur der Gehalt an organischem P in der 
selbsthergestellten Kartoffelstiirke war ein wenig héher als der 
der Handelsware. 

Die elektrophoretische Fraktionierung der selbsthergestellten 
Kartoffelstirke liefert die Resultate der Tab. V1. 

Die Verhiltnisse liegen, wie ersichtlich, ahnlich wie bei 
fraktionierter Handelskartoffelstarke. Ausbeute an Amylose + 
Amylopektin: 95°/,. Ein direkter Vergleich der entsprechenden 


| Fraktionen der beiden Kartoffelstirken ist in Tab. VII zu finden. 
| Die 3 Amylosefraktionen sind zusammengegeben. Wie man sieht, 
| ist die Ubereinstimmung sehr gut. Auch die Ausbeuten an Amy- 


lose sind die gleichen. 
Tabelle VI 


Kleister bei 100° bereitet. Zeit der Fraktionierung fiir die Fraktionen I, I, LI 


in der Reihenfolge: 68, 45, 45 Stdn. § ~ 40 Volt/cm 


Enzym bei den Phosphorylierungsversuchen: Enzymlésung II (2: 3), 
Alter 1'/,—1%/, Monate 




















et : Phosphorylierung: ver- | Redukt.- 
Aus- | Organ. | prauchter anorg. Pin y pro} Ver- 
leister von Fraktion beute P {ml Reakt.-Gem. nach Min. | mogen: 
2 ee ae 10 ae a ot om 
: AmylopektinI | — | 0,078 | 186 | 282 | 51,6 1,5 
L artoffel- nee eR oe GE ee a ee L8 
stiirke ee 0,083 | 14,0 27,2 52,4 2,0 
(elbst- | Amylose I | 7,8 | 0,000] 24 4,2 6,0 1,8 
Bergestellt) ; II 4,6 | 0,000 0,8 2,4 4,6 3,3 
: Wi | 2,7 | 0,001 0,6 22 32 7,0 





Tabelle VII 


Gesamtvolumen bei der III. Fraktionierung: 1000 ml. 
Enzymlésung II (2:3), Alter 1°/, Monate 














3 Phosphorylierung: ver- Redukt.- Ges.- Vol. der Ges.- 
Yraktion aus -_— pe anny ——— = _ ae iat Fie III. Sol- cad 
; = mi heakt.-Grem. nach Min. | : >| frakti sate 
artoffelstiirke ; BISATE : | ,°/, Mal-| (gef.) fraktion (ber.) 
5 10 | 30 | 100 | tose | %, ml 0/ 
1 s ] i | 
wlopektin LIT | 
& selbstherge- 
tellter Stiirke | 0,083 | 15,0 | 28,0 | 52,2 2,0 80 
Handelsstiirke | 0,071 | 16,2 | 27,4 | 49,6 1,8 82,5 
Amylose 
s selbstherge- | 
tellter Starke | 0,000 2,0 40 | 58 3.2 15,1 700 
Handelsstiirke | 0,001 2.4 46 | 68 3.5 15,5 | 660 


























eats »/o Mal- 








Olle Dahl, 










92 


Das anormale Verhalten der Kartoffelamylose gegen Muskel- 
phosphorylase scheint nach dem Obenstehenden somit allgemein 
zu sein. Man fragt sich nun zunichst: 

b) Enthalt die Kartoffelamylose einen Hemmungskorper? 
Es wurde tatsichlich gefunden, daB Zusatz von Kartoffelamylose 
zu Reaktionsmischungen mit Kartoffelamylopektin, mit Weizen- 
amylopektin, mit Weizenamylose und mit Amylum solubile [die 
empfindlicher gegen Hemmungskérper zu sein scheint?*)], eine 
Hemmung bewirkt. Die Hemmungen sind jedenfalls nicht grof. 
Da im gewodhulichen Reaktionsgemisch ein groBer UberschuB an 
Substrat herrscht, wurde hier, um héhere Empfindlichkeit zu er- 
reichen, nur eine halb so groSe Substratkonzentration wie in den 
Standardversuchen verwendet. Kartoffelamylose und Substrat 
hatten die gleiche Konzentration. Auf die genaue Wiedergabe 
der Hemmungsversuche muf hier verzichtet werden. Es seien 
nur die Resultate angefiihrt: bei Kartoffelamylopektin als Substrat 
wurde eine durchschnittliche Hemmung von 10—15°/, erhalten, 
bei Weizenamylopektin 5°/,, bei Weizenamylose 15°/,, bei Amylum 
solubile 15°/,. Keine Riicksicht ist bei der Berechnung auf die 
geringe Higendonatorwirkung der Kartoffelamylose genommen. 
Besondere Versuche zeigten, daB die ,,Hemmungskérper“ der 
Kartoffelamylose in dem Niederschlag (der 95°/, ausmacht) der- 
selben, der beim Abkiihlen der Lésung erhalten wird, zu finden ist. 

c) Die Hemmungen durch Kartoffelamylose scheinen allzu 
klein zu sein, um eine zufriedenstellende Erklarung der schlechten 
Phosphorylierbarkeit derselben geben zu kénnen. Es wire daher 
von Interesse zu wissen, inwieweit ein geringer Abbau von 
Amylosen und auch Amylopektinen durch z. B. die Amylasen 
auf die Angreifbarkeit durch Muskelphosphorylase einwirkt. 
Bekanntlich bestimmt man den Grad des durch Amylasen be- 
wirkten Abbaues gewéhnlich durch das Zunehmen des Reduktions- 
vermégens des Substrates und Umrechnen auf z. B. Prozent ge- 
bildete Maltose. DaB der dadurch bestimmte Abbaugrad der 
wahre ist, ist natirlich nur unter der Voraussetzung richtig, dab 
die Reduktion von abgespaltenen Maltosemolekeln herriihrt. Wenn 
sie aber von gréBeren Spaltstiicken der Stirkemolekeln stammt, 
ist offenbar der Abbaugrad héher als der nach dem Vorher- 
gehenden berechnete, sofern mit Abbaugrad das Verhialtnis: 
gespaltene Molekeln/ungespaltene verstanden ist. Es greift dies 
in die Wirkungsweise der Amylasen und die Konstitution der 
Starke weit hinein, worauf hier nicht eingegangen werden soll. 
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Es sei nur bemerkt, daB die in den Tabellen VIII und IX an- 
gegebenen Ziffern des Abbaues von Amylose und Amylopektin 
durch a@- bzw. B-Amylase daher nicht als absolut aufgefaBbt 
werden kénnen, sondern nur als Vergleich untereinander dienen. 
Die entsprechenden Fraktionen des Weizen- und Kartoffelstarke- 
kleisters sind gleichzeitig mit Amylase abgebaut und im Phos- 
phorylierungssystem auch gleichzeitig untersucht; sie sind daher 
direkt vergleichbar. Durch Vorversuche wurden Reduktions-Zeit- 
Kurven ermittelt; vgl. die Zeitangaben der Tab. VIII ‘und IX. 
Die Amylasen wurden nach den betreffenden Reaktionszeiten 


| hitzeinaktiviert: 10—15 ml des Reaktionsgemisches wurden tropfen- 


weise zu 5—10 ml kochendem Wasser so zugesetzt, daB das 
Kochen nicht aufhérte; die Lésungen kénnen dann ohne Ein- 
engen zu den Phosphorylierungsversuchen benutzt werden (Sub- 


| stratmenge pro 5 ml Reaktionsgemisch: entsprechend 10 mg ur- 


spriinglicher Substanz). Auch die nicht abgebauten Fraktionen 
(vgl. die Tabellen) wurden zwecks Vergleichbarkeit der Hitze- 
behandlung unterworten. 

Ein Vergleich zwischen den Weizen- und Kartoffelstarke- 
fraktionen hinsichtlich ihres Verhaltens gegen die Amylasen hat 
natiirlich an und fiir sich groBes Interesse. Da aber die oben- 


' genannten Reduktions-Zeitversuche wegen des Verwendungszwecks 


der Substrate nicht mit Puffer im Reaktionsgemisch ausgefiihrt 


| wurden und ihnen daher nicht allzu groBe Bedeutung beigemessen 


werden kann, soll hier nur kurz darauf eingegangen werden. Der 
Abbau wurde wihrend 2 Stunden verfulgt; er betrug nach dieser 
Zeit héchstens ,,25°/,*. Verhalten gegen «w-Amylase: Kartoffel- 
amylopektin wird ein wenig schneller als Weizenamylopektin ab- 
gebaut, dafiir wird aber Weizenamylose schneller als Kartoffel- 


' amylose abgebaut (bis etwa ,,15°/,“ ist der Abbau der Weizen- 


amylose, nicht aber der Kartoffelamylose, linear); Verhalten gegen 
8-Amylase: Weizenamylopektin wird etwa 50°/, schneller als 
Kartoffelamylopektin abgebaut (der Verlauf beider Abbaureaktionen 
ist innerhalb 11/, Stunden fast linear), Weizenamylose wird viel 
schneller als Kartoffelamylose abgebaut (Weizenamylose: fast 
linearer Abbau 11/, Stunden, nach 2 Stunden etwa ,,25°/, Abbau‘; 
Kartoffelamylose: anfangs linearer Abbau, nach etwa 1 Stunde 
hért der Abbau praktisch auf und bleibt bei ,,7°/, Abbau“ 
stehen). 

Die Tab. VIII und IX zeigen: durch a-amylatischen Abbau 
der Amylosen und auch der Amylopektine der Weizen- und 
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Tabelle VIII 


Phosphorylierbarkeit a-amylatisch abgebauter Stirkefraktionen 


Abbau der Amylopektine: 


1,5°/,ige Kleister, a-Amylaselésung [aus Mais]*) in der Verdiinnung 2: 33 


Abbau der Amylosen: 


1°/,ige Lésungen, «-Amylaselésung [aus Mais]*) in der Verdiinnung 1,5 : 2s 


Reaktionstemperatur: 30° 


Enzym bei den Phosphorylierungsversuchen: 



























Fraktion 


Weizenamylopektin III 
Kartoffelpektin TI . . 
Weizenamylose 
Kartoffelamylose . 





Zeit 
fiir ,,5-“ 
bzw. 


12 °/,igen | 


Abbau“ 


Minuten 





Enzymloésung II (2:3), Alter etwa 11/, Monate 





Phosphorylierung: | 
verbrauchter anorganischer P in y pro | 
Reaktionsgemisch nach Minuten 


Nicht 0) "/,iger 12°, iger 
abgebaut Abbau‘ Abbau‘ 


15 | 100 | 15 | 100 | 15 | 100 


21,6 | 57,0 | 17,8 | 43,2 | 5,0 | 180 
19,8 | 52,0 | 14,0 | 41,0 | 5,6 | 24,8 
15,0 | 40,8 | 3,2 | 14,8 | 1,6 9,2 
1,0 | 6,8 0,6 5,0 | 0,3] 5,2 





Tabelle IX 


Phosphorylierbarkeit S-amylatisch abgebauter Stiirkefraktionen 


Abbau der Amylopektine: 


1,5°/,ige Kleister, 6-Amylaselésung [aus ungekeimter (ierste]*) 


in der Verdiinnung 1 : 300 


Abbau der Amylosen: 


1°/,ige Lésungen, 6-Amylaselésung in der Verdiinnung 1,5: 300 


Reaktionstemperatur: 30° 


Enzym bei den Phosphorylierungsversuchen: 
Enzymlésung II (2:3), Alter etwa 11/, Monate 













Fraktion 


Zeit 
fiir ,,5-‘ 
bzw. 
12 °/,igen 


Abbau“ 


Minuten 













Kartoffelpektin IIT . 
Weizenamylose 


Kartoffelamylose . 


Weizenamylopektin IIT]. 








praparate. 


16; 38 
24; 72 
24; 59 





100 
bei 
ta! Pag 





a Phosphorylierung: 
verbrauchter anorganischer P in y pro ml 
Reaktionsgemisch nach Minuten 























Nicht | »5°/piger | 12°), iger 
abgebaut | Abbau“ | Abbau“ 
15 | 100 | 15 | 100 | 15 | 100 
22,8 | 59,4 | 22,2 | 56,0 | 20,8] 54,4 
19,2 | 53,4 | 19,0 | 51,6 | 17,0! 50,0 
166 | 40.6 | 15,2 | 37,0 |122| 268 

| bei 
2.0 6,2 0,2 1,6 | 1? "/,igem 
't Abbau‘ 


*) Herrn Prof. Myrbiick verdanke ich die Uberlassung der Amylase- 
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Kartoffelstirke verlieren die genannten Stirkefraktionen schnell 
ihre Phosphorylierbarkeit, am schnellsten aber die Weizenamylose. 


| Die Amylopektine haben nach ,,5°/,igem Abbau“ 20—25°/, ihrer 


Phosphorylierbarkeit eingebiiBt, die Weizenamylose etwa 70°/,; 
nach ,,12°/,igem Abbau“ haben die Amylopektine 60—75°/, ihrer 
Phosphorylierbarkeit verloren, die Weizenamylose etwa 85°/,. Der 
s-amylatische Abbau der genannten Starkefraktionen ist dagegen 
ein ganz anderer: die Phosphorylierbarkeit der Substrate wird 


| dadurch nur unbedeutend beeintrachtigt. Nur bei bis auf ,,12°/,“ 


abgebauter Weizenamylose wird eine EinbuBe der Phosphorylier- 


| barkeit von 30°/, erreicht, in anderen Fallen héchstens 10°/,. 


DaB die Abnahme der Phosphorylierbarkeit durch ,,5“ bzw. 


: ,12°/,igen* amylatischen Abbau nicht auf einen Substratverlust 
| von 5 baw. 12"/, zuriickzufihren ist, konnte leicht gezeigt werden. 
| Die Verminderung der Substratkonzentration um 5 bzw. 12°/, bei 


den gewohnlichen Phosphorytierungsversuchen hat fast keinen 
KinfluB, da ja das Substrat in groBem UberschuB vorhanden ist 
‘vgl. weiter unten). Ebensowenig wird die Phosphorylierung durch 


die beim amylatischen Abbau gebildete Maltose gehemmt??). Da 


aber durch die in den Amylasepraparaten vorkommenden kleinen 


| Maltasemengen etwas Glucose gebildet werden kann**®®), ist eine 
' Glucosehemmung in Betracht zu ziehen. Jedoch hemmt Glucose 


erst in gréBeren Konzentrationen!*), und eine Hemmung durch die 


| Spuren freigelegter Glucose kommt deshalb nicht in Frage. 


Uber die Phosphorylierbarkeit von durch Speichelamylase und 


| durch Saure teilweise abgebautem Glykogen liegen Untersuchungen 
' von Bauer u. a.}%) vor. Die Phosphorylierbarkeit des Glykogens 
' nimmt viel schneller ab, als der bei dem Abbau eintretenden 
' Reduktionszunahme entsprechen wiirde, also genau wie es oben 


bei @-amylatisch abgebauten Starkefraktionen angegeben ist. 


Die vorgenommenen, oben beschriebenen Untersuchungen iiber 
die Phosphorylierbarkeit der amylatisch abgebauten Stiarkefrak- 


tionen sind an und fiir sich von Bedeutung. Als Erklarung fiir 


die sehr geringe Phosphorylierbarkeit der Kartoffelamylose kénnen 
sie nur unter gewissen Annahmen dienen, denn, wie schon erwahnt 
wurde, wird intakte, native Starke (wovon Amylose ein Teil ist) 
nicht von Amylasen angegriffen; bei 100°, der Verkleisterungs- 
temperatur, werden die Amylasen inaktiviert und kénnen folglich 
nicht bei der Kleisterbereitung oder nachher auf die Amylose 
elnwirken. 
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Quantitative Betrachtungen tiber die Phosphorylierbarkeit der 
Amylosen. Wie aus T'ab. ILI hervorging, lieBen sich im allgemeinen 
die Amylosen schlechter phosphorylieren als die Amylopektine, 
Bei den gewéhnlichen Phosphorylierungsversuchen ist ein etwa 
5facher UberschuB an Substrat vorhanden, wenn man mit Bildung 
von Cori-Ester rechnet. Um eine Auffassung von der ,,maximalen‘ 
(vgl. unten) Phosphorylierbarkeit der Substrate zu bekommen, 
wurden daher Phosphorylierungen mit kleinerer Substratmenge 
als gewohnlich ausgefiihrt und wahrend langerer Zeit (31/, Stunden) 
verfulgt. Die Amylosen wurden dabei mit den entsprechenden 
nativen Stirkesorten verglichen, und zwar so, daB die Konzentration 
der letztgenannten im Reaktionsgemisch nur halb so groB wie die 
der Amylosen war. Die Resultate der Untersuchungen gehen aus 
den Diagrammen 1—4 hervor. 
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Fig. 1—4 


Enzymlésung II (2:3), Alter etwa 2 Monate 


Man findet zunachst, dab nach 3'/, Stunden nur eine geringe 
Phosphorylierung stattfindet, d. h., nach dieser Zeit ist das Gleich- 
gewicht zwischen Substrat, Cori-Ester und anorganischem Phos- 
phat ‘*!5) praktisch erreicht. Maximale Phosphorylierung bekommt 
inan auf Grund des Gleichgewichtes also nur unter gewissen 
extremen Konzentrationsverhaltnissen der drei Komponenten; man 
kann aber von einer unteren Grenze der Phosphorylierbarkeit 
sprechen. 






























it der 
neinen 
2ktine, 

etwa 
dung 
nalen“ 
mmen, 
menge 
inden) 
enden 
ration 
le die 
n aus 





ringe 
eich- 
hos- 
mmt 
issen 
man 
rkeit 





Charakterisierung elektrophoretisch fraktionjerter nativer Stiirke usw. 97 


Da nur ein kleiner Unterschied der Phosphorylierbarkeit 
zwischen Kleister nativer Stirke und Amylopektin besteht, kénnen 


F die aus den Diagrammen abzulesenden Resultate approximativ auch 


fir Amylose im Vergleich zu Amylopektin gelten. Man findet: 


| 1. Weizenamylose 1abt sich etwa '/, so gut wie Weizenstiirke phosphoryl. 


Reisamylose oe > Aho Wp 
Maisamylose ‘ee ie ORE 5 
Kartoffelamylose ,,__,, » Yes» »» ‘» Kartoffelstirke 


Unter der Voraussetzung, daB Cori-Ester bei den Phosphory- 


| lierungen entsteht, lift sich berechnen, dab: 


2. die genannten Stirkesorten sich alle mindestens zu '/, 
phosphorylieren lassen, die entsprechenden Amylosen also min- 
destens zu 1/,, 1/,, 1/, und 4/,,, in derselben Reihenfolge wie oben. 


Die Amylosen lassen sich also unzweifelhaft schlechter phos- 
phorylieren als die entsprechenden Starkesorten oder Amylopektine. 
Besonders deutlich tritt dies bei Kartoffelamylose im Vergleich zu 
Kartoffelamylopektin zu Tage. Ein Zusammenhang zwischen Phos- 
phorylierbarkeit und Gehalt an organischem P der Stiarkefraktionen 
laBt sich aber schwer finden, da ja die Amylosen praktisch P-frei 
sind. Zumindest kann man sagen, daB keine Proportionalitat 
zwischen organisch gebundenem P und Phosphorylier- 
barkeit besteht. Sicher ist also der organisch gebundene P 
nicht die Stelle des Angriffs der Phosphorylase, sondern eine 
andere konstitutionelle Eigenart der Molekeln (z. B. die ,.Haworth- 
Ketten“) spielt hier eine entscheidende Rolle. 


Versuch zur Fillungsfraktionierung des Kartoffelamylopektins III. 
Ks wurden 100 ml 1,8°/,iges Kartoffelamylopektin II] (das die 


|} amylosearmste Fraktion darstellt) aus selbst hergestellter Starke 


in einem diinnen Strahl unter Umriihren in 275 ml 95°/ igen 
Alkohol gegossen und nachher zentrifugiert. Der Niederschlag 
wurde mit 100 ml 95°/,igem Alkohol verrieben, danach aufs neue 
abzentrifugiert, mit Ather gewaschen und zuletzt getrocknet. Aus- 
beute: 65°/,. Es wurde ein Kleister des so erhaltenen Produktes 
mit dem urspriinglichen Kartoffelamylopektin III im Phosphory- 
lierungssystem verglichen (Tab. X), und zwar mit verschiedenen 
Substratmengen. 


Die aus Tab. X hervorgehende gute Ubereinstimmung in den 
Kigenschaften der beiden Fraktionen gibt einen Anhaltspunkt 
dafiir, daB das Amylopektin einheitlich sein diirfte. 
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Tabelle X 


Enzym zu den Phosphorylierungsversuchen: Enzymlisung IT (2: 3), 
Alter etwa 2 Monate 





camel 








Phosphorylierung: verbraucht. anorg. P in " 
Org. pro ml Reakt.-Gem. nach (Minuten) 


i 


Fraktion P 5 mg Substrat pro | 2 mg Substrat pro 
in °/,| 5 ml Reakt.-Gem. | 5 ml Reakt.-Gem. 


10 | 30 | 100| 180] 10 | 30 | 100 | 199 









































Kartoffelamylopektin III | 0,083] 13,6 | 24,8 | 43,0 | 52,6 || 13,0 | 22,6 | 25,6 | 27. 
Kartoffelamylopektin III, | | ae 
in 70%,igem Alkohol $]0,085] 13,8 | 25,2 | 42,8 | 53,6|/ 13,0 | 22,4 | 26,2} 28,4 
unlésl. Anteil (65°/,) | | | 
Zusammenfassung 


1. Der Gehalt an organischem Phosphor von Weizen-, Reis-, 
Mais- und Kartoffelstiirke sowie von den entsprechenden elektro- 
phoretisch erhaltenen Amylopektinen schwankt zwischen etwa 
0,01—0,08 °/,. 

2. Die Phosphorylierbarkeit der genannten Starkesorten 
untereinander ist aber fast dieselbe; dies ist auch der Fall mit 
den Amylopektinen. 

3. Die Ausbeute an elektrophoretisch erhaltener Amylose aus 
Weizen-, Mais- und Kartoffelstirke ist 16—18°/,, aus Reisstirke 
etwa 9°/,, wenn die Kleister bei 100° bereitet werden. Die Ausbeute 
an Amylose ist aber von der Verkleisterungstemperatur abhingig. 

4, Die elektrophoretisch erhaltenen Amylosen sind alle fast 
phosphorfrei; sie enthalten gewéhnlich < 0,001°/, P. 

5. Die Phosphorylierbarkeit der Getreideamylosen _betriigt 
etwa 1/,—1/, von der der entsprechenden Stiirkesorten oder Amylo- 
pektine, die der Kartoffelamylose nur etwa 1/, davon. 

6. Ein Zusammenhang zwischen organisch gebundenem Phos- 
phor und Phosphorylierbarkeit besteht daher héchst wahrscheinlich 
nicht, zumindest besteht keine Proportionalitat. 

7. Die Kartoffelamylose bewirkt eine Hemmung der Phos- 
phorylierung anderer Substrate. 

8. Teilweise durch a-Amylase abgebautes Weizen- und Kar- 
toffelamylopektin und besonders die Amylosen biiBen schon bei 
geringem Abbau schnell ihre Phosphorylierbarkeit ein. Dies ist 
nicht der Fall mit den entsprechenden f-amylatisch abgebauten 
Fraktionen. 
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Untersuchungen iiber das Protoplasma griner Pflanzenzellen 
II. Der Chlorophyligehalt der Chloroplasten aus Spinatblattern 


Von 


Wilhelm Menke 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Berlin-Dahlem) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1939) 


_ fir die Erforschung des Chloroplastenfeinbaues, sowie fiir 
Uberlegungen iiber den Mechanismus der Photosynthese ist die 
Kenntnis des Chlorophyllgehaltes der Chloroplasten unerlaBlich. 
Absolutwerte, die auf einer direkten analytischen Bestimmung 
des Chlorophylls beruhen, liegen aber bisher nicht vor. Daher 
wurde der Chlorophyligehalt von Chloroplasten, die nach dem in 
der vorigen Mitteilung veréffentlichten Verfahren aus Spinat- 
blattern gewonnen wurden!), spektrophotometrisch im Methanol- 
extrakt bestimmt. Er betrigt 7,7°/, ihrer Trockensubstanz?). Mit 
den bisher bekannt gewordenen Angaben ist dieser Wert nicht 
vergleichbar. H.v. Euler, Bergman und Hellstrém’*) hatten 
den Chlorophyllgehalt der wasserhaltigen Chloroplasten von 
Helodea densa aus ihrer Zahl, ihrem Volum und dem Chloro- 
phyligehalt des Blattes zu 6°/, errechnet. Granick*) bestimmte 
das Verhaltnis von Chlorophyll zum EiweiB, sowie den Chloro- 
phyligehalt eines Chloroplasten, wiahrend Mommaerts®) ,,Grana- 
sedimente“ analysierte. 

Da sich der Chloroplastengehalt der Blattsubstanz zu dieser 
verhalt wie der Chlorophyllgehalt des Blattes zum Chlorophyll- 
gehalt der Chloroplasten, so liBt sich der Chloroplastengehalt 
des Blattes errechnen. Er betrigt im Mittel 16,9°/,, ein Wert. 
der mit der auf Grund priparativer Bestimmung angegebenen 
Zahl iibereinstimmt. 


') Diese Z. 257, 43 (1938). 

*) Mittel aus 9 Bestimmungen, vgl. Tabelle 8. 101. 

*) Ber. botan. Ges. 52, 458 (1934). 

*) Amer. J. Botany 25, 561 (1938). 

*) Proe. kon. Akad. vy. Wetensch., Amsterdam 41, 896 (1939). 
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Wie Heitz®) und Kautsky’) hat auch Mommaerts?) eine 
mit unserer durch fraktioniertes Zentrifugieren wiBriger Blatt- 
extrakte dargestellten Chloroplastensubstanz §)vergleichbare Fraktion 
als ,Granasedimente“ angesprochen. Schon in der vorigen Mit- 

zellen teilung) wurde die Ansicht vertreten, daB es sich bei der frag- 

rn lichen Fraktion um eine durch Cytoplasma verunreinigte Chloro- 
| plastenfraktion handele. DaB dies so ist, laBt sich nachweisen, 

wenn man.den Chlorophyligehalt der Chloroplasten mit dem der 
vermeintlichen Granasedimente vergleicht. Da die Grana aus- 
schlieBlich, oder doch bevorzugt Traiger des Chlorophylls sein 

sollen, so miiBte der Chlorophyllgehalt der Chloroplastensubstanz 
(,Granasedimente“) héher sein als der der Chloroplasten. Wie 

aus folgender Tabelle hervorgeht, ist das nicht der Fall. Im 

» fiir Gegenteil, der Chlorophyllgehalt der Chloroplastensubstanz ist in 


















































+ die [allen Fallen niedriger als der der Chloroplasten. In den Ver- 

Blich, J} suchen 1—3 wurde die Chloroplastensubstanz nach Ansiuern 

mung durch Kohlendioxydeinleitung abfiltriert, in den iibrigen Versuchen 

Jaher durch fraktioniertes Zentrifugieren abgeschieden®). In welchem 

m in 7 

= | fy Chlorophyll in Piet ei«atolek.ke #9 

Mit JB Blattsubstanz .. . . . ae ay ey Ta ee ea et et Pa 

nicht Chloroplasten . . . . . |8,32]8,36]5,96] 6,57 | 8,26 | 8,42] 7,87) 7,85] 7,58 
© Chloroplastensubstanz . | 5,30] 6,26] 5,39] 6,01] 7,9017,84] — | 6,35] 6,07 

atten # % Chloroplasten in der 

von Blattsubstanz . . . . | — s -_ | — 17,7 1184 1145 

loro- & 

nmte ‘) Planta 26, 134 (1936). 

loroe = *) Biochem. Z. 291, 285 (1937); 302, 137 (1939). 


*) Wir bezeichnen als Chloroplastensubstanz alle Chloroplastenfrak- 


— tionen, in denen die Chloroplasten als morphologische Gebilde zerstért 
| sind; im Gegensatz dazu sprechen wir von Chloroplasten, wenn dies nicht 

1eser der Fall ist. Unsere Chloroplastensubstanz war bisher immer mit Cyto- 

hyll- & plasmasubstanz verunreinigt. Reine Chloroplastensubstanz hat natiirlich 
| dieselbe Zusammensetzung wie Chloroplasten-Priiparate. Die Chloroplasten- 

shalt ae cat aa 

ine fraktionen besonders zu benennen, scheint uns iiberfliissig. Die Bezeichnung 


' Phyllochlorin (Mestre, Mommaerts) ist schon fiir ein Abbauprodukt des 

cnen #& Chiorophylls vergeben. In welcher Beziehung das Chloroplastin von Stoll 
und Wiedemann (Fortschr. d. Chem. organ. Naturstoffe 1, 231 (1938)] 
zu unseren Chloroplastenfraktionen steht, 1i8t sich noch nicht sagen. Der 
niedrige Farbstoffgehalt (5°/,) spricht freilich dagegen, daB der chlorophyll- 
haltige Symplex der Chloroplasten in den Chloroplastinpriiparaten an- 
gereichert ist; denn der Pigmentgehalt liegt unter dem yon uns ermittelten 
Chlorophyllgehalt der Chloroplasten. 

*) Z. Bot. $2, 273 (1937). 
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Mae in den einzelnen Versuchen die Chloroplastensubstanz mit 
Cytoplasmasubstanz verunreinigt ist, geht aus der Differen; 
zwischen dem Chlorophyllgehalt der Chloroplasten und dem der 
Chloroplastensubstanz hervor. 


Der Gehalt der Chloroplasten an iitherléslichen Verbindungey 
schwankt zwischen 30,7 und 39,5 °/, und betragt im Mittel 35,6 °/, 9, 
Den vereinigten Extraktionsriickstinden wird mit Wasser 13°). 
ihrer Trockensubstanz entzogen (kein EKiweiB). Der unlisliche 
Riickstand enthalt 12,8°/, N oder 80°/, EiweiB, bei Annahme 
eines Stickstoffgehaltes von 16°/, im ChloroplasteneiweiB. Fiir 
die Chloroplasten ergibt sich daraus ein KiweiBgehalt von 
44,8. 


Mommaerts®) hatte fiir seine vermeintlichen Granasedimente 
ein Verhaltnis von Eiwei8 zu Chlorophyll wie 100 zu 5,5 an- 
gegeben. Unter Annahme eines Molekulargewichtes von 17000 
fiir EiweiB und 926 fiir Chlorophyll, ergibt sich daraus ein mole- 
kulares Verhiltnis von 1 zu 1. Darin sieht Mommaerts eine 
Stiitze fiir die Ansicht, dai das Chlorophyll im Chloroplasten 
an EiweiB als kolloidialen Traiger gebunden sei, und da ahn- 
liche Verhialtnisse vorligen wie beim Haimoglobin oder bei Fer- 
menten. Nachdem nun in dieser Arbeit der Nachweis erbracht 
wurde, daB in den von Mommaerts untersuchten Priparaten 
keine Granasedimente vorlagen, entfallt auch die Voraussetzung 
fiir obige Ansicht!"), womit jedoch in keiner Weise das Vor- 
handensein von Beziehungen zwischen Chlorophyll und Eiweib 
bestritten werden soll. Diese kénnen aber noch nicht als er- 
wiesen gelten. 


Die Versuche wurden mit Unterstiitzung der Deutschen I orschungs- 
gemeinschaft durechgefihrt. Herrn Professor Dr. Kurt Noack und Herr 
Professor Dr. Arthur Stoll danke ich fiir die Uberlassung yon Chlorophyll- 
praparaten. 


*”) Der Gehalt an itherléslichem Phosphor betriigt 0,02—0,06°, 
der Chloroplasten. Das entspriiche ungefihr 0,5—1,5°/, Phosphatid. Bei 
der Bedeutung, die man den Phosphatiden als strukturbildende Substanzen 
in den Chloroplasten zuweist, ist dieser Wert auffallend gering. 

41) Ferner ist es nicht angiingig, den Extraktionsriickstand als Eiweil 
in Rechnung zu setzen, da dieser nur 12,8°/, N enthalt. Nimmt man den 
Stickstoffgehalt des ChloroplasteneiweiBes mit 16°/, an, einem Wert, der 
auch noch etwas zu niedrig sein diirfte, so ergibt sich aus unseren 
Analysen ein Verhiiltnis von Eiweif zu Chlorophyll wie 100 zu 17,2. 
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nZ mit Experimenteller Teil 
fereny I. Darstellung der Substanzen. Die Blattsubstanz wurde in der 
m der Weise erhalten, da8 ein Teil des Reibgemisches, wie dieses bei der Ge- 


winnung des PreBsaftes anfillt, unter Vereisen im Vakuum von 2mm Queck- 
silber tiber Chlorealcium getrocknet wurde. Auf diese Weise erhilt man 


ungen ein Priparat, daB seiner Zusammensetzung nach einen einwandfreien Durch- 
Pa, schnitt durch das verwendete Blattmaterial darstellt, bei dem Veriinde- 
13°/ rungen wahrend der Aufarbeitung auf ein Minimum beschriinkt werden 
Wiioh und das nach dem Trocknen und Zerreiben in einer Form vorliegt, die 
eine leichte Extrahierbarkeit des Chlorophylls gewiihrleistet. Der PreBsaft 
ahme wurde in zwei Teile geteilt und aus dem einen Anteil die Chloroplasten, 
Fiir #% aus dem anderen die Chloroplastensubstanz nach dem friiher ausfiihrlich 

- von # beschriebenen Verfahren®) erhalten. Die Trocknung wurde in gleicher 


Weise durchgefiihrt wie bei der Blattsubstanz. 
II. Analyse der Substanzen. Die spektrophotometrischen Absorp- 


pate tionsmessungen wurden im Pulfrich-Photometer unter Verwendung des 
D au- Filters S 66,6/3,5 vorgenommen. Zur Ermittlung der Extinktionskurve wurden 
1000 J zwei verschiedene Chlorophyllpriparate (Verhiltnis a:b = 3:1) lufttrocken 
mole- 9 cingewogen, in einer eben hinreichenden Menge Ather gelést und dann mit 
eine 95°/, Methanol bis zur Marke aufgefiillt. Der Chlorophyllgehalt der Praiparate 
hon wurde aus ihrem Gehalt an Magnesium errechnet. Dieses wurde als 
es Magnesiumoxyd bestimmt und auBerdem als Magnesiumammoniumphosphat 
abn- gefillt und als Magnesiumpyrophosphat gewogen. Beide Priiparate ergaben 
Fer- dieselbe Extinktionskurve. 
racht Von der Blattsubstanz wurden etwa 100 mg, von der Chloroplasten- 
rater [ee substanz 25 mg eingewogen und auf einer Glasfilternutsche mit 95°/, 
Methanol extrahiert. Dabei geht das gesamte Chlorophyll leicht in Lésung. 
Zunes @ Lin etwa noch nicht extrahierter Rest von Chlorophyll sowie Karotinoide 
Vor- [ kénnen nach Durchfeuchten der Substanz mit Ather leicht entfernt werden. 
iweib [e Die Substanzen sind dann farblos. Der Extrakt wird in ein 100 cem 
: or fassendes MeB8kélbchen iibergespiilt, zur Marke mit Methanol aufgefiillt 
und sofort photometriert. Die Extraktion soll bald nach der Trocknung 
erfolgen. 
Die Bestimmung des Atherléslichen und des Stickstoffs wurden in 
ungs- J der in der vorigen Mitteilung') beschriebenen Weise durchgefiihrt. 
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III. Der Gehalt der Spinat-Chloroplasten 
an Kalium, Magnesium, Calcium und Phosphor 
Von 


Wilhelm Menke 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitét Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Dezember 1939) 


Um einen Einblick in die Zusammensetzung der Chloro- 
plastenasche zu erhalten, wurde von den in derselben in gréBerer 
Menge vorkommenden Elementen Kalium, Magnesium, Calcium 
und Phosphor bestimmt. Diese Elemente liegen im Chloroplasten 
in verschiedener Bindung vor, von deren Art und Festigkeit die 
Sicherheit abhingt, mit der sie erfaBt werden kénnen. Da die 
Darstellung der Chloroplastenfraktionen mit Hilfe wiBriger Lésungen 
erfolgt, mu8 mit einem Verlust oder einer Anreicherung dieser 
Elemente in gewissen Grenzen gerechnet werden. Sicher kann 
nur die Konzentration des Anteiles derselben in den Chloro- 
plastenfraktionen wiedergefunden werden, der wie das Magnesium 
des Chlorophylls oder der Phosphor der Phosphatide in fester 
chemischer Rindung vorliegt. Auch bei nicht dissoziierter salz- 
artiger Bindung liegen die Verhiltnisse fiir eine quantitative Er- 
fassung noch verhiltnismiBig giinstig, wihrend die Bestimmung 
der in Form freier oder leicht austauschbarer Ionen vorliegender 
Elemente nicht mehr genau durchgefiihrt werden kann. 

Zur Untersuchung wurden Substanzen verwendet, von denen 
in der vorstehenden Mitteilung Chlorophyll, Atherlésliches und 
Eiweii bestimmt wurde (Versuche 7, 8, 9). Es wurden beide Chloro- 
plastenfraktionen analysiert, da sich so der EinfluB des Dar- 
stellungsverfahrens zeigt. Um angeben zu kénnen, ob die unter- 
suchten Elemente in den Chloroplasten etwa angereichert sind. 
wurde auch die Blattsubstanz analysiert. Ferner wurden die 
Chloroplasten verschiedene Zeit gegen destilliertes Wasser dialy- 
siert, um so einen Anhaltspunkt iiber den Zustand der Elemente 
im Chloroplasten zu erhalten. Die Tabelle enthilt das Ergebnis 
der Analysen in °/,/‘Trockengewicht. 
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Chloroplasten Chloroplastensubstanz 


nicht dialys.| dialysiert 





Ver- Blatt- 

such | substanz 

7 25,07 

Asche 8 29,17 
g 24,57 

7 9,78 

Ix 8 10,21 
g 8,34 

7 1,10 

Mg 8 1,02 
gy 1,05 

| 7 1,04 
Ca 5 0,78 
9 130 
7 0,58 

P 0,79 
9 0,66 








Dialysedauer: Vers. 7 = 


nicht dialys.| dialysiert 
5 2,89 
1,07 0,17 
0,49 0,44 


1,01 0,95 


1,10 0,16 








1,51 


0,37 
0,35 





0,22 
0,26 


0,38 
0,42 


0,16 
0,11 


2 Tage; Vers.8 = 4 Tage; Vers. 9 = 16 Tage 


Unter Beriicksichtigung der oben angefiihrten Bedenken laBt 
sich das Ergebnis wie folgt zusammenfassen: Von den in Frage 
kommenden Elementen ist sowohl in der Blattasche wie in der 
Chloroplastenasche der Gehalt an Kalium am hdéchsten; es folgen 


; Magnesium und Calcium und an letzter Stelle Phosphor. 


An- 


} vereichert ist in den Chloroplasten, bezogen auf Trockengewicht, 
keines der untersuchten Elemente. Wenn man jedoch, was aber 
wegen der umstindlichen und ungenauen Bestimmbarkeit dieser 
GréBen nur schwer méglich ist, auf das Volum der Zellen und 
der Chloroplasten bezége, so wiirde wahrscheinlich eine Anreiche- 

; rung im Chloroplasten festgestellt werden kénnen. Bei fortgesetzter 

| Dialyse nimmt das Kalium am stiirksten, das Calcium am wenigsten 
ab. Kine Mittelstellung nehmen Magnesium und Phosphor ein. 

Was die Bestimmungen im einzelnen angeht, so besteht 

; zwischen dem Kaliumgehalt der beiden Chloroplastenfraktionen 
ein betrichtlicher Unterschied, der darauf zuriickzufiihren ist, daB 
ie Chloroplastensubstanz durch Zentrifugieren des PreBsaftes 
gewonnen wird, wihrend die Chloroplasten bei der Behandlung 
mit Natriumphosphatlésung schon einen Verlust an Kalium er- 
leiden. Andererseits ist der Phosphorgehalt der Chloroplasten 
héher als der der Chloroplastensubstanz, weil das Chloroplasten- 


sediment Phosphat aufgenommen hat. 
Chloroplasten an Calcium ist vielleicht darauf zuriickzufihren, 


Der héhere Gehalt der 
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daB Krystalle einer unléslichen Calciumverbindung mit den Chlory. 
plasten .abgeschieden wurden. 

Im Widerspruch zu unseren Befunden fand Neish?) in seing 
Chloroplastenfraktion kein Kalium. Neish fiallte die Chlor. 
plastensubstanz mit Calciumchlorid und wusch das Sediment dan 
mehrfach mit destilliertem Wasser. Aus dem Verhalten bg 
Dialyse geht hervor, daB bei dieser Behandlung das Kalium ay 
der Chloroplastensubstanz ausgewaschen wurde, wihbrend die 
iibrigen Elemente zum Teil zuriickgehalten wurden. Die Tatsache 
daf die Chloroplasten eine betriichtliche Menge Kalium enthalten, 
steht in Einklang mit der Bedeutung des Kaliums fiir die Photo. 
synthese. So fand Pirson’) eine starke Steigerung der Kohlen. 
siureassimilation, ohne gleichzeitige Erhéhung des Chlorophyll. 
gehaltes, wenn Chlorellazellen, die unter Kaliummangel litter, 
dieses Element in Form eines Kaliumsalzes nachtriglich dar. 
geboten wurde. Da Kalium, wie hier nachgewiesen wurde, in den 
Shloroplasten vorhanden ist, steht nichts im Wege, die assimila- 
tionsférdernde Wirkung des Kaliums in den Chloroplasten selbst 
zu suchen. 

Die Untersuchungen wurden mit Hilfe der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft ausgefihrt. Friiulein Elfriede Jacob danke ich fiir ihr 
Hilfe bei der Ausfiihrung der Analysen. 


Experimenteller Teil 


Die Gewinnung der Substanzen ist aus der vorstehenden Mitteilung 2 
ersehen. Zur Dialyse wurden die frischen Substanzen in etwa 20 cen 
destilliertem Wasser aufgenommen und gleichmafSig darin verteilt. Vo 
dieser Suspension wurden zur Bestimmung des Gewichtes 10 cem in einem 
gewogenen Platintiegel zur Trockne verdampft, dann im Vakuum vollends 
getrocknet und gewogen. Die restlichen 10 cem Suspension wurden in einen 
Cellophanschlauch gegen eine groBe Menge tiiglich gewechseltes destilliertes 
Wasser bei 0° dialysiert. Nach Beendigung der Dialyse wurde der Inhalt 
des Schlauches quantitativ in einen Platintiegel iibergefiihrt und zur Trockn: 
verdampft. Die Veraschungen wurden im Platintiegel in einem elektrischen 
Ofen bei einer 700° nicht iibersteigenden Temperatur vorgenommen. Ja: 
Kalium wurde nach Kramer und Tisdall*) volumetrisch bestimmt. Da: 
Calcium wurde als Oxalat und im Filtrat der Calciumfillung das Magnesiun 
als Magnesiumammoniumphosphat gefallt in Anlehnung an Benedetti- 
Pichler‘). Die Phosphorbestimmung wurde nach Pregl-Lieb®) dureb- 
gefiihrt. 


1) Biochemic. J. 38, 306 (1939). *) Planta 29, 231 (1939). 
5) J. of Biol. Chem. 46, 339; 48, 223 (1921). 

*) Z. anal. Chem. 64, 409 (1924). 

’) Pregl u. Roth, Die quantitative organ. Mikroanalyse, Berlin 193%. 
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Weitere Beitrige zur stereochemischen Analyse 
von Tumorproteinen 


4. Mitteilung iiber die Chemie der Tumoren') 
Von 


F. Kégl, H. Erxleben und H. Herken 


(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Rijks-Universiteit Utrecht) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 1939) 


Die Entdeckung partiell racemischer Aminosiuren in 'Tumor- 
eiweiB hat begreiflicherweise verschiedene Autoren veranlaBt, 
unsere Befunde nachzupriifen, wobei man sich allerdings zunachst 
auf den extremen Fall der Glutaminsiure beschrankt hat. Wahrend 
anfinglich durch Anwendung einer fiir diesen Zweck nicht ge- 
eigneten Methodé*) iiber negative Ergebnisse berichtet wurde, 
konnten seither unsere Befunde bei der von uns selbst angewandten 
Arbeitsweise auch in anderen Laboratorien bestitigt werden. So 
haben J. White’) und F. R. White mitgeteilt, daB ihnen die 
Isolierung partiell racemischer Glutaminsiure aus einem spontanen 


| Brust-Adenocarcinom der Maus und einem menschlichen Mamma- 


carcinom nach unserer Arbeitsvorschrift gelungen ist, wihrend 
sie bei der Fraktionierung iiber die Bariumsalze nur die optisch 
reine l-Form erhielten. Weiterhin ist eine kurze Mitteilung von 
L, E. Arnow‘) und J. C. Opsahl zu unserer Kenntnis gekommen, 
wonach diese Autoren aus Adenocarcinomen des Colons und des 
Caecums Glutaminsiure isolierten, die einen Gehalt von 41 baw. 
26°/, d-Form aufwies; anhaftendes Normalgewebe lieferte dagegen 
reine ]-Glutaminsiure °), 


') 3. Mitteilung, Diese Z. 261, 154 (1939). 

*) Vgl. unsere 2. Mitteilung, Diese Z. 261, 141 (1939). 

3) J. of Biol. Chem. 130, 435 (1939). 

*) Science 90, 257 (1939). 

*) Die Autoren bemerken, da8 aus den ‘l'umoren betrichtlich mehr 
Glutaminsiure isoliert werden konnte als aus dem benachbarten normalen 
Gewebe. Natiirlich achten auch wir auf diese Verhiltnisse, halten es aber 
wegen der bei weitem nicht quantitativen Isolierungsmethode — wie die 
amerikanischen Autoren -~— fiir verfriiht, aus einzelnen Beobachtungen 
SchluBfolgerungen zu ziehen. 
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Nachdem das Auftreten partiell racemischer Bausteine ; 
TumoreiweiB nunmehr aufer Zweifel steht, tritt als Wichtigste 
die Frage in den Vordergrund, ob die beobachteten Abweichunge, 
in der Tat fiir die Tumorzelle spezifisch sind. In zweiter Lini 
wird die Frage zu beantworten sein, ob gleicher d-Gehalt }¢j 
verschiedenen Tumorarten gleiche physiologische Bedeutung le. 
sitzt. Vorlaufig ist hierzu nur zu bemerken, daB die vorliegenda 
Zahlenangaben Durchschnittswerte fiir das GesamteiweiB darstelle 
und nur in erster Naherung zur chemischen Charakterisierung de 
verschiedenen Geschwulsttypen dienen kénnen. EHinen strengerey 
MaBstab fiir die Spezifitit — wie man ihn bei vielen Wirkstoffe, i — 







































gewohnt ist — darf man hier erst anlegen, nachdem die Tumor. \" 
proteine nach physikalisch-chemischen und histochemischen Ge , 
sichtspunkten fraktioniert worden sind; natiirlich ist dies versuchs. 
technisch auBerordentlich schwierig und diirfte zum Teil mit da fe » 
heutigen Methoden noch nicht lésbar sein. 

1. Nekrotisierung und Racemisierungsgrad der Glutaminsaure 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der zunichs 
wichtigeren Frage, ob die stereochemischen Abweichungen dai. 
Tumorproteine in der Tat bei den lebenden Geschwulstzellen uni fe” 
nicht etwa ausschlieBlich bei den Nekrosen auftreten. Letzteres . 
haben wir aus biologischen und chemischen Griinden fiir seb rs 


unwahrscheinlich gehalten, aber es war natiirlich eine dringliche 
Aufgabe, diese Verhiltnisse auf experimentellem Wege klar w 
stellen. Um die Frage durch vergleichende Analyse verschieden 
stark nekrotisierter Einzeltumoren zu entscheiden, wire ein sebr 
umfangreiches Versuchsmaterial erforderlich; in der Praxis scheitert & \, 
dieser Weg aber vornehmlich daran, daB man den durchschnitt- 
lichen Nekrotisierungsgrad vieler Tumoren nur recht willkiirlich & |! 
abschitzen kann, da die Nekrosen meist diffus iiber die ganz & 
Geschwulst verteilt sind. In dieser Hinsicht sind Impftumore: & - 
mit ihren praktisch nekrosefreien Randzonen giinstigere Versuchs- 
objekte fiir die Trennung. Wir haben daher das fiir die chemische 
Analyse bendétigte Material gewonnen, indem wir jeweils aus 10 ) 
bis 20 Jensen-Sarkomen Gewebeschnittchen gleicher Qualitit 
vereinigten. Im einzelnen wurde so vorgegangen, daB die Rinde 
2—3 mm diinnen Scheiben abgetragen wurde, die makroskopisch 
vollig nekrosefrei waren und auch bei der histologischen Unter: && sic 
suchung von Stichproben keine Nekrosen erkennen lieBen. Die HR ne 
nekrotischen Anteile stammten aus dem Zentrum der Sarkome, & is 
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tisch véllig tiberein. Wenn die d(-)Glutaminsiure nur aus den 
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das nur relativ wenige gut erhaltene Tumorzellen enthielt. Die 
zwischen Randschicht und Zentrum liegende Zone der Geschwiilste 
urde verworfen. Wir schiitzen den Gehalt an Nekrosen bei den 
auf diese Weise erhaltenen Gewebsanteilen auf weniger als 5°/, 
baw. mehr als 70°/,; auf jeden Fall unterscheidet er sich in den 
beiden Fraktionen um eine GréBenordnung. Die Ergebnisse der 
Analysen sind in Tab. I zusammengestellt. 











Tabelle I 
Glutaminsdure aus Jensen-Sarkomen 

Nr. Tumormaterial Gehalt an Nekrosen [elp a 

1 | von 15 Ratten, 22 Tage nach : as oe ‘ 
Impfung nicht aufgeteilt + 27,0 7,4 
2 | von 20 Ratten, 15—17 Tage a) weniger als 5°, 4- 28,6 ° 4,8 
nach Impfung b) mindestens 70°), 4+-27,5° 6,6 
3 | von 15 Ratten, 22 Tage nach a) weniger als 5°/, + 27,1° 7,5 
Impfung b) mindestens 70°/, +- 27,79 6,3 














Bei Benzpyren-Tumoren von Ratten (Tab. II) war die 
méglichst weitgehende Trennung in nekrotische und makroskopisch 
nekrosefreie Anteile weniger scharf durchzufiihren als bei den 
Jensen-Sarkomen; sicher waren aber auch hier die zentralen 


tTeile (b) um ein Vielfaches nekrotischer. 


Tabelle II 


Glutaminsiure aus Benzpyren-Tumoren 





Gehalt an Nekrosen 





[ap %, d 


Nr. Tumormaterial 


| | von 8 Ratten, 20 Wochen 
nach der Injektion 
2 Material von I. G.Werk, 


nicht aufgeteilt +23,1° 13,6 


nicht aufgeteilt +-25,2° 10,2 














Elberfeld 
> | von 10 Ratten, 16 Wochen | a) héchstens 15°/, | +22,5° | 14,5 
nach der Injektion b) mindestens 70°, | +24,2° | 11,8 
{ | yon 11 Ratten, 18 Wochen | a) héchstens 15°/, | +22,0° | 15,8 
nach der Injektion b) mindestens 70°/, +- 22,3° 14,9 


Wie die beiden Tabellen zeigen, stimmt der Racemi- 
slerungsgrad der Glutaminsaiure bei den Proteinen aus 
nekrosearmen und nekrosereichen Gewebsanteilen prak- 











110 F. Kiégl, H. Erxleben und H. Herken, 


Proteinen der Nekrosen stammen wiirde, miiBte die Racemisierun; 
bei Anteil b) der Jensen-Sarkome jene der Randschicht [Anteil aj 
um eine GréBenordnung iibertreffen; es scheint uns ausgeschlossey 
zu sein, daB sich ein derartiger Unterschied nicht bemerkhar 
machen wiirde. 

Unsere vorstehenden Befunde stehen im Gegensatz zu Ai. 
gaben von C. Dittmar®). Wihrend dieser Autor zunichst aus dep 
Proteinen von Jensen-Sarkom (und Rous-Sarkom) nur 1-Glutamin. 
siure gewinnen konnte, gelang ihm nach einer spateren Notiz bei 
mehreren tierischen Tumoren die Isolierung partiell racemischer 
Glutaminséure. Da jedoch aus Ratten-Jensen-Sarkom (,,frisch* 
reine l-Form, aus Nekrosen dagegen partiell racemische Glutamin- 
siure erhalten wurde, schlieBt der Verfasser, die Erscheinung stehe 
nicht mit der malignen Entartung der Zelle in Zusammenhang, 
sondern trete erst bei ihrem nekrotischen Zerfall auf. Diese Folge. 
rung stiitzt sich nur auf einen — oder wenn man die Altere 
Angabe des Autors mitzihlt — auf zwei Faille mit normaler 
Drehung der isolierten Glutaminsaure. Wie schon friiher erwahnt 
wurde, kann der Nachweis der partiellen Racemisierung nicht 
nur durch Anwendung von Ca- oder Ba-Fallungen, sondern auch 
durch zu verlustreiches Umkrystallisieren miBlingen. Nach unserer 
Arbeitsweise haben wir — bisher ohne Ausnahme — bei jeden 
Tumor, den wir untersucht haben, eine partielle Racemisierung 
nachweisen kénnen. 

Wir haben bei unseren Analysen immer grofen Wert daraul 
gelegt, durch Anwendung einer einfachen, aber zweckdienlichen 
Fraktionierung*) die in den Tumorgeweben (eventuell) vorhandenen 
freien Aminosiuren vor der Siurehydrolyse zu entfernen; auf diese 
Weise haben wir die Gewihr, daB sich die isolierten Aminosauren 
urspriinglich wirklich im Eiweifverband befunden haben. Wie in 
der letzten Mitteilung*’) bereits diskutiert wurde, sind bei der 
Autolyse, bei Verdauungsversuchen mit Gewebebrei usw. gelegent- 
lich auch die Racemformen von Aminosduren beobachtet worden. 
Solange nicht der Nachweis erbracht ist, daB die betreffenden 
d-Aminosauren in den Proteinen priformiert waren, sind derartige 
Befunde fiir unser Problem nur von untergeordneter Bedeutung. 





°) Z. Krebsforsch. 49, 441 (1939). 

’) Wenn diese — wie z. B. beim Osteosarkom — nicht angewantt 
werden konnte, ist dies im experimentellen Teil der Arbeiten ausdriicklicl 
vermerkt. 

*) aa. O. und zwar S. 160. 
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9, Untersuchung von weiteren experimentell erzeugten Tumoren 
und von bésartigen Myomen 


AuBer Jensen-Sarkomen und Benzpyrentumoren haben wir 
in der biologischen Abteilung unseres Instituts u.a.auch Flexner- 
Jobling- und Walker-Carcinome geziichtet und auf den 
Racemisierungsgrad des Glutaminsiure-Bausteins gepriift. Den 
Laboratorien der I.G. Farbenindustrie A.-G., Werk Elberfeld, ver- 
danken wir Hydrolysate von Rous-Sarkomen und von zwei 
bosartigen menschlichen Myomen. Die Ergebnisse der stereo- 
chemischen Analysen sind in Tab. II] zusammengestellt: 


Tabelle III 


Glutaminsiure aus verschiedenen Tumoren 





Tumor Material 








[@]p % a 








Flexner-Jobling- 


Caitiinion von 10 Ratten, 26 Tage nach Impfung | +27,2° 7,1 


Walker-Carcinom | von 5 Ratten, 21 Tage nach Impfung | +27,3° 7,0 











Rous-Sarkom aus Elberfeld +27,7° 6,3 
Bésartiges Myom aus Diisseldorf +29,1° 4,1 
Bésartiges Myom aus Miinster +28,0° | 58 


»fiir die iiblich im Laboratorium verwendeten Tiertumoren, 


iwie das Ehrlichsche Miausecarcinom, das Jensensche Ratten- 


sarkom, den Flexner-Joblingschen Tumor usw., mu8 man den 
Kinwand als gerechtfertigt erscheinen lassen, daB es sich hierbei 
um relativ gutartige Tumoren handelt, die zwar bei der Trans- 
plantation eine gute Impfausbeute geben, aber im wesentlichen 
doch nur expansiv, weniger destruierend wachsen und nur sehr 
selten Metastasen bilden. Ein transplantabler Tumor, bei dem 
dieser Kinwand aber nicht mehr zu Recht besteht, ist das von 
Brown, Wade und Pearce beobachtete Kaninchencarcinom“. 
Es ist nun sehr interessant, diese Ausfiihrungen von G. Do- 
magk*) mit den Ergebnissen unserer stereochemischen Analyse 


‘des Glutaminsiure-Bausteins zu vergleichen. Wahrend wir bei 


Brown-Pearce-Tumoren einen d-Gehalt von 44,5 bzw. 42,6 °/, 
gefunden hatten, betrigt dieser bei Jensen-, Flexner-Jobling- 
und Walker-Tumoren nur etwa 6—7°/,. Der ungefahr doppelt 
80 hohe d-Gehalt der Benzpyren-Tumoren (durchschnittlich 


*) G. Domagk, Medizin und Chemie, Bd. IT, 62 (1934). 
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13,4 °/,) steht gut in Kinklang mit dem — gegeniiber den Jensep. 
Sarkomen — deutlich infiltrierenden Wachstum dieser Geschwulst. 
art — wenn wir von der Hypothese ausgehen, daB eine gewiss 
Proportionalitaét zwischen Racemisierungsgrad und Malignitit be. 
steht. In Anbetracht des immer noch beschrinkten Versuchs. 
materials und der analytischen Schwierigkeiten wird es erst nach 
geraumer Zeit méglich sein, iiber diese Verhaltnisse ein woll. 
begriindetes Urteil zu fallen. 

Kine nahere Besprechung erfordern noch die _ bésartigen 
Myome. Der bei diesen Geschwiilsten beobachtete d-Gehalt der 
Glutaminsiure ist zwar deutlich gréBer als bei den friiher unter. 
suchten gutartigen Uterusmyomen, steht aber im iibrigen nur 
etwa jenem der Impftumoren gleich. AuBer Glutaminsaure haben 
wir bei diesen beiden Myomen auch noch Asparaginsaéure und 
die Hexonbasen untersucht; nur das in einem der Fille zu iso- 
lierende Lysin hatte einen kleinen Gehalt an d-Form (4,1 °/,). 

Wir beabsichtigen, bei den weiteren stereochemischen Analysen 
kiinftig unsere Aufmerksamkeit vor allem den in der Pathologie 
noch umstrittenen Grenzfillen, wie z. B. dem Lymphogranulon, 
der myeloiden Leucose usw. zuzuwenden. 


3. Uber die Isolierung der Asparaginsdure 


In der letzten Mitteilung ist auf die auffallige Tatsache hin- 
gewiesen worden, daB wir Asparaginséure aus den Tumorproteinen 
ausnahmslos in der reinen |-Form isolierten, obschon diese Saure 
im ibrigen in ihrer physiologischen Bedeutung der Glutaminsiure 
sehr nahe steht, wie sich das z. B. bei der ,,Umaminierung* 
zeigt. Da wir bei der Isolierung der Asparaginsiure stets eine 
Reinigung iiber die Calciumsalze vorgenommen hatten, war és 
nach E:fabrungen mit den Calciumsalzen der Glutaminsiure 
dringend erforderlich, zu untersuchen, ob sich nicht d,l-Asparagin- 
siure dem Nachweis durch zu groBe Léslichkeit des d,l-Calcium- 
salzes entzogen hatte. 

Zur Priifung dieser Frage haben wir einige Modellversuche 
ausgefiihrt, bei denen d,l-Asparaginsiure zu den Hydrolysaten von 
Proteinfraktionen zugesetzt wurde. Ein Versuch mit Embryonal- 
gewebe zeigte insofern ein unerwartetes Ergebnis, als dieses Mate- 
rial offensichtlich keine Asparaginsiure enthalt und die zugefiigte 
d,l-Verbindung als solche, d. h. ohne Beimischung der ,,natiirlichen* 
Asparaginsdure zuriickgefunden wurde. Bei einem zweiten Modell- 
versuch wurde frische Kalbslunge verwendet. Das Hydrolysat der 
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Proteinfraktionen wurde geteilt und zu einer Hilfte d,l-Asparagin- 
siure zugefiigt. Die iibliche Fraktionierung iiber die Calciumsalze 


‘lieferte bei der ersten Hialfte reine l-Asparaginsiure; bei der 


gweiten erhielten wir partiell racemische Asparaginsiure, deren 
d-Gehalt 83°/, der vorher zugesetzten Menge d-Asparaginsiure 
entsprach. 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB bei Asparaginsaure 
im Gegensatz zu den Verhiltnissen bei Glutaminsiure unbedenklich 
eine Reinigung iiber die Calciumsalze vorgenommen werden kann. 
Wenn auch eine Racemisierung von einigen Prozenten noch nicht 
auszuschlieBen ist, so laBt sich doch bereits mit Sicherheit sagen, 
daB der Asparaginsdiure-Baustein der Tumorproteine in stereo- 
chemischer Hinsicht keinesfalls eine bedeutende Abweichung zeigt. 


SchlieBlich ist es vielleicht nicht iiberfliissig darauf hinzu- 
weisen, daB verschiedene wichtige Aminosauren wegen der leichten 
Racemisierbarkeit bei der Siurehydrolyse bisher von der Diskussion 
ausgeschlossen worden sind; man mu8 also nach wie vor mit der 
Moglichkeit rechnen, daB der. Glutaminsaure in ihrer Sonderstellung 
noch eine Konkurrenz erwachsen kénnte. 


Anmerkung am 6. 1. 1940. 
H. H. Ussing hat kiirzlich (Nature 1939, 977) iiber eine Methode be- 


§ richtet, um mit Hilfe von deuterierten Aminosiuren den absoluten Gehalt an 


der betr. Aminosiiure in Eiwei8hydrolysaten zu bestimmen. Diese Methode, 
welche in der vorliegenden Form eine vorhergehende Racemisierung der zu 
bestimmenden Aminosiuren erfordert, diirfte sich fiir den uns aufSerordent- 
lich interessierenden Fall der Glutaminsiiure so modifizieren lassen, daB in 
EiweiBhydrolysaten der Absolutgehalt an d- und ]-Komponente bestimmt 
werden kann. Wir beabsichtigen, diese wichtigen Analysen sobald als még- 
lich auszufiihren. 


Fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten sind wir der Rockefeller- 
Foundation sehr zu Dank verpflichtet. Wie bisher hat auch das Werk 
W.-Elberfeld der LG. Farbenindustrie A.-G. unsere Untersuchungen 
in verschiedener Hinsicht geférdert. Endlich méchten wir Herrn C. Bevoort 
fir die wertvolle Hilfe bei der Ziichtung der Tumortiere unseren Dank 
aussprechen. 


Experimenteller Teil 


Glutaminséure aus Jensen-Sarkomen von Ratten. Aus 60 g 
irischem Sarkomgewebe wurde nach der Fraktionierung mit NaCl- 
Lisung 9,7 g Trockenmaterial (EiweiBfallung + Geweberiickstand) 
erhalten, Daraus konnten nach der Hydrolyse 515 mg rohes 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 S 
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Glutaminsaure-hydrochlorid gewonnen werden. Nach Umkrystalli- 


sieren aus 20°/, HCl 464 mg. 


[alp = 7 oe =-+ 26,2° in 9 *. HCl. 


442 mg lieferten nach nochmaligem Umkrystallisieren 405 mg Glut. 


aminsiure-hydrochlorid. 


aly = TAT — + 220° in 9°, HCI. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 7,4 °/, d-Form. 


Analyse™): 4,332 mg Subst.: 5,20 mg CO,, 2,10 mg H,O. — 4,434 me 
Subst.: 0,287 cem N, (22°, 760 mm). 


C;H,O,N-HCl (183,5) ‘Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 92,74 , 542 ,, 7,49. 


Glutaminsaure aus Jensen-Sarkomen von Ratten unter Beriick. 
sichtigung des Nekrotisierungsgrades. Die Gewinnung der nekrotischen 
und nekrosefreien Gewebe erfolgte durch Trennung von Rinde und Mittel- 
stiick der Sarkome. Die Rinde wurde in 2—3 mm diinnen Scheiben ab- 
getragen, die makroskopisch véllig nekrosefrei waren. Auch bei der histo- 
logischen Untersuchung von Stichproben wurden in diesen Schichten keine 
Nekrosen gefunden. Die nekrotischen Anteile stammen aus dem Zentrum, 
das nur wenige gut erhaltene Tumorzellen enthilt. Die zwischen Rinde 
und Zentrum liegende Gewebeschicht wurde verworfen, da eine einwand- 
freie Trennung in nekrotisches und nekrosefreies Material nicht méglich war. 


I. Versuchsserie (20 Ratten mit 15—17 Tage alten Tumoren), 
a) 70 g nekrosefreies Gewebe ergaben nach der iiblichen Fraktio- 
nierung mit NaCl-Lésung 13 g Trockenriickstand (Alkoholfallung 
und Geweberiickstand), welcher mit HCl hydrolysiert wurde. In 
der friiher beschriebenen Weise wurden daraus 316 mg _ rohes 
Glutaminsaure-hydrochlorid "’) isoliert. Aus 20°/, HCl umkrystalli- 
siert 269,5 mg. 

+ 1,52 - 100 


[tp = “59g — + 27,8° in 9°), HCI. 


240 mg nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert ergaben 218,8 mg 
(+lutaminséfure-hydrochlorid. 


41,47 + 100 ee 
[alp = ree + 28,6° in 9°, HCl. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 4,8 °/, d-Form. 


**) Die Analysen wurden von Herrn P. Hubers, Amsterdam, aus 
gefiihrt. 
') Vgl. die Beschreibung unserer Arbeitsweise, Diese Z. 261, 146 (1939). 
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ystalli- 4,465 mg Subst.: 5,33 mg CO,, 2,12mg H,O. — 4,793 mg Subst.: 


0309 eem N, (22°, 764 mm). 


C;,H,O,N-HCl1 (183.5) Ber. C 32,70 H. 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,56 » Dol Vn 


b) 80g der nekrotischen Anteile von Jensen-Sarkomen 


Glut- we 
8 BBieferten nach entsprechender Fraktionierung 14g trocknes Mate- 
rial, aus dem nach Hydrolyse 446 mg rohes Glutaminsaure-hydro- 
chlorid isoliert werden konnte. Aus 20°/, HCl umkrystallisiert 
422.7 mg. 
[e]p = — — + 26,5° in 9°/, HCl. 
434 ng — 
390 mg wurden nochmals umkrystallisiert und ergaben 358,4 ing. 
+ 1,35 + 100 7a 
lelp = wy: yu +27,5° in 9°/, HCl. 
erick. Die Drehung entspricht einem Gehalt von 6,6 °/, d-Form. 
tisch 
1% 4,494 mg Subst.: 540mg CO,, 2,19mg H,O. — 4,903 mg Subst.: 
en ab. v2t? com Ny (22°, 764 mm). 
- histo- C;H,O,N «HCl (183,5) Ber. C 32,70 H. 5,50 N 7,64 
. keine Gef. ,, 32,77 »» 0,45 ab Tae 
ntrum, : pis : 
“st II. Versuchsserie (15 Ratten mit 22 Tage alten Tumoren). 


1wand- 2) Bei einer 2. Serie von Jensen-Sarkomen wurden 54 g nekrose- 
h war. Mireie Anteile erhalten, welche nach der Fraktionierung mit Na(Cl- 
oren), @0sung 2,0 g durch Alkohol ausgefalltes Eiwei8 und 7,65 g Ge- 
aktio. @Veberiickstand ergaben. Die Hydrolyse und Isolierung der Glut- 
illung aminsiure erfolgte in der oben beschriebenen Weise und lieferte 
. Jn 42 mg Glutaminsaure-hydrochlorid, nach Umkrystallisieren aus 


/@ 


rohes M2 ’/) HCl 663 mg Krystalle. 


stalli- Sith) on a — +26,4° in 9°, HCl. 


641 mg wurden nochmals umkrystallisiert und ergaben 598 mg. 


+ 1,37 - 100 Be act 
3.8 mg [e]p = cen as +27,1° in 9°/, HCl. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 7,25 °/, d-Form. 


4,293 mg Subst.: 5,17 mg CO,, 2,07 mg H,O. -- 4,960 mg Subst.: 
327 eem N, (22°, 763 mm). 
C,H,O,N-HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,84 »» D,40 ie 


aus- 

b) 61,5g nekrotische Anteile von Jensen-Sarkomen lieferten 
“6g durch Alkohol ausgefilltes EiweiB und 6,5 g Geweberiick- 
S* 


1939). 
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stand. Hieraus wurden 453 mg Glutaminsaure-hydroclilorid er. i & 
halten, nach dem Umkrystallisieren 412 mg Krystallisat. al 


t ae () 
lees ON oe ROO tn 9 SEC. 
5,03 
388 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert, 349 mg. 


+- 1,38 - 100 


cl 
dite atin o> on 0/ 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 6,3 °/, d-Form. 

4,036 mg Subst.: 4,84 mg CO,, 2,01 mg H,O. — 4,276 mg Subst: B 
0,278 eem N, (22°, 762 mm). PO, 

C;H,O,N-HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 #£N 7,64 

Get. ,, 33,73 5,57 

Glutaminsaéure aus Benzpyrentumoren von Ratten. Zur Ge. 
winnung der Benzpyrentumoren wurde den Ratten je 10 mg Ben: & % 
pyren (in 0,5 ccm Olivenél gelést) subcutan injiziert. Von den ins. FF “ 
gesamt 60 Ratten zeigten nach 16—20 Wochen 49 Tiere Sarkome 
an der Injektionsstelle. fi 

a) Von 8 Ratten wurde 67 g frisches Tumorgewebe erhalten J H 
und die Gesamtmenge der iiblichen Fraktionierung mit Na(l- & m 
Lésung unterworfen. Das T'rockengewicht der Eiweibfallung und 
des Geweberiickstandes betrug zusammen 7,5 g. Nach der Hydrolyse 
wurde die Glutaminsiure als Hydrochlorid abgeschieden. 346 mg 
rohes Krystallisat, nach einmaligem Umkrystallisieren aus 20°), 
HCl 311 mg. 

+ 1,03 - 100 


[aly = pag = +21,8° in 9°), HCL. 


Nochmals aus 2(0°/, HCl umkrystallisiert, lieferten 290 mg Hydrochlori( 


nunmehr 267 mg. 
1,23 - 100 
[e]p = a= ai = +23,1° in 9°, HCl. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 13,6°/, d-Form. 


4,380 mg Subst.: 5,25 mg CO,, 2,13 mg H,O. — 4,219 mg Subst: He © 
0,280 eem N, (22°, 770 mm). : I 
C.H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 U 

Gef. ,, 32,69 5,44 iy es 


b) 44,5 g Gewebe von Benzpyrentumoren!?) ergab ein Trocker- 
material von 5,15 g (EKiweiffallung + Geweberiickstand). Davon 
wurden 4,69 g hydrolysiert und aufgearbeitet. 438 mg rohes 





12) Diese Tumoren wurden im Laboratorium der [. G. Farbenindustrie 
G., Werk Elberfeld geziichtet und hydrolysiert. ‘ 
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E chlorid 350 mg. 
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Glutaminsiure-hydrochlorid, nach einmaligem Umkrystallisieren 
aus 20°/, HCl 401 mg. 


+1,21-100 aie 
[lp = Gag = + 24,7° in 9°, HCl. 


Nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert, lieferten 382 mg Hydro- 


+ 1,24-100 nO . 
[aly = — + 25,2° in 9°/, HCl. 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 10,2°/, d-Form. 
4,181 mg Subst.: 5,03 mg CO,, 2,01 mg H,O. — 4,158 mg Subst.: 


© 0274 eem N, (22°, 770 mm). 


C.H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
On... OM... DMR. »76 


Glutaminséure aus Benzpyrentumoren von Ratten unter Beriick- 


| sichtigung des Nekrotisierungsgrades. — I. Versuchsserie (10 Rat- 


ten, 16 Wochen nach der Injektion). 
a) 23,1 g nekrosefreies Tumorgewebe ergab 1,05 g Hiweib- 


; fillung und 2,42 g Geweberiickstand. Daraus wurden nach der 


Hydrolyse 259,7 mg Glutaminsaiure-hydrochlorid isoliert, nach ein- 
maligem Umkrystallisieren aus 20°/, HCl 232,5 mg. 





+ 0,82 - 100 : ; 3 
[elp = 39g = +21,7° in 9°), HCI. 
212 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert, 198 mg. 
Caidagsi a = +22,5° in 9%, HCl. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 14,5°/, d-Form. 


4,349 mg Subst.: 5,23 mg CO,, 2,12 mg H,O. — 4,739 mg Subst.: 


; 0,323 cem N, (22°, 758 mm). 


C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. . C 32,70 H. 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,80 » 0,40 6 tree 


b) 23,6 g nekrotisches Gewebe ergab 0,98 g Eiweibfallung 


fund 2,40 g Geweberiickstand. Daraus wurden nach der Hydrolyse 
, 172,9 mg Glutaminsaure-hydrochlorid erhalten, nach einmaligem 
Umkrystallisieren aus 20°/, HCl 157,8 mg. 


+1,12-100 





[a]p = a + 23,1° in 9°/, HCl. 
138 mg wurden nochmals umkrystallisiert, 128 mg. 
_ +1,18- 100 eo ee 
[e]p = 7,88 = + 242° in 9°, HCl. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 11,8°/, d-Form. 
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4,222 mg Subst.: 510mg CO,, 2,06mg H,O. —- 4,852 mg Subst. 


re 
0,327 eem N, (22°, 758 mm). ik 
C,H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 Ss 

Ger. ,, 32,94 » 0,46 me se 

II. Versuchsserie (11 Ratten, 18 Wochen nach der Injektioy, 

a) Aus 77,4g nekrosefreiem Tumorgewebe erhielten wir 2,9, 
KiweiBfallung und 7,05 g Geweberiickstand. Die Aufarbeitung 
ergab 652,5 mg rohes Glutaminsadure-hydrochlorid, nach einmaligen 
Umkrystallisieren aus 20°/, HCl 606,5 mg. 

(). 
ae + 1,04- 100 ; ea 
LeIp ss ~ 4,94 . = + 21,1° In y "le HCl. 
583 mg leferten nach dem Umkrystallisieren 544 mg. 
EIR RO0 ee a f 
[ap cs 5,04 - = +> 220° in 9°, HCl. 4 P 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 15,3°/, d-Form. 
4,071 mg Subst.: 4,90 mg CO,, 1,97 mg H,O. — 4,115 mg Subst: 
0,275 eem N, (22°, 763 mm). 


C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H. 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,83 » 0,41 i Bgt Os 


b) 69,1 g stark nekrotische Anteile der gleichen Benzpyren- 
tumoren lieferten 2,25 g Eiweibfillung und 4,85 g Geweberiickstand. 
Daraus wurden nach der Hydrolyse 683 mg rohes Glutaminsiure- 
hydrochlorid abgeschieden. Nach einmaligem Umkrystallisieren be- & 
trug die Menge 641 mg. & 


1,07 - 1 ‘ 
[alp = a = +21,3° in 9%, HCl. 


Aus 620 mg wurden nach dem Umkrystallisieren 582 me erhalten. 
£ : £ 


+ 1,14- 100 


——_——_ = { pay 20 5 Q 0/ ‘ : 
511 + 22,3° in 9°/, HCl 


lalp = 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 14,9°/, d-Form. 
4,070 mg Subst.: 4,90 mg CO,, 1,95mg H,O. — 5,109 mg Subst: | 
0,345 eem N, (23°, 758 mm). 
C,H,0,N - HCl (183,5) Ber. © 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,84 » 9,06 tat 


{ 


Glutaminsiure aus Walker-Carcinomen. Aus 120 g frischem | 
Tumorgewebe wurden 18 g Trockenmaterial (Eiweibfallung + Ge- 
weberiickstand) erhalten und hydrolysiert. Daraus konnten 1,108 ¢ 
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rohes Glutaminsiure-hydrochlorid isoliert werden. Nach dem Um- 


| krystallisieren aus 20°/, HCl 992 mg. 


+L SE: 00 
4,92 
970 mg, aus 20°/, HCl umkrystallisiert, ergaben 909 mg. 


ra, = tledl + 100 
\4jp = 5,16 


[a]p = = +26,7° in 9%, HCl. 


= + 97,3° in 9°, HCl. | 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 7°/, d-Form. 
4,178 mg Subst.: 5,03 mg CO,, 2,02 mg H,0. —- 5,428 mg Subst.: 


F 0,354 cem Ny (22°, 760 mm). 


C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,83 » 0,41 19 (0D. 


Glutaminsaéure aus Flexner-Jobling-Carcinomen von Ratten. 54 g 


| frisches Tumorgewebe ergab nach der Extraktion 8,1 g Trocken- 
| substanz (alkoholische KiweiBbfallung und Geweberiickstand). Daraus 
| wurde nach der Hydrolyse die Glutaminsaure als Hydrochlorid ab- 


geschieden. 228 mg, nach Umkrystallisieren aus 20°/, HCl 204 mg. 
1,28-1 ; 
ee = +264° in 9%, HCl. 


176 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert und ergaben 
161,5 mg Glutaminsiure-hydrochlorid. 


ae = +27,2° in 9%, HCl. 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 7,1°/, d-Form. 
4,183 mg Subst.: 5,02 mg CO,, 2,03 mg H,O. — 4,346 mg Subst.: 
(288 cem N, (22°, 770 mm). 
C;H,O,N - HCl (183,5) 


[alp = 


[aly = 


Ber. C 32,70 H 5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,73 » 0,43 ig 4980s 
Glutaminséure aus Rous-Sarkomen. Aus 745g frischem Sarkom- 
sewebe wurde nach der Fraktionierung mit NaCl-Lésung 100 g 
Trockenmaterial (EiweiBfallung + Geweberiickstand) erhalten, von 
dem 20g in der iiblichen Weise hydrolysiert und aufgearbeitet 
wurden. Daraus konnten 965 mg rohes Glutaminsiure-hydrochlorid 
isoliert werden, nach einmaligem Umkrystallisieren aus 20°/,iger 
HCl 894 mg. 





’ + 1,38 - 100 ae 
falp = | oe — = + 27,3° in 9°), HCl. 
869 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert und ergaben 
803 mg. 
[alp = ao ee + 27,7° in 9°/, HCl. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 6,3°/, d-Form. 
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3,769 mg Subst.: 4,55 mg CO,, 1,87 mg H,O. -—— 4,256 mg Subst. 
0,284 eem N, (22°, 762 mm). 
C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H_ 5,50 N 7,64 

Gef. ,, 32,69 » 5,01 oe 


~ 


Aminosiuren aus bésartigen Myomen’’). — I. Bésartige; 
Myom (Minster). Klinischer Befund nicht mehr erhiltlich. 

385 g Myombrei ergaben nach der Fraktionierung mit Na(l- 
Lésung 74 g Trockenmaterial (KiweiBfallung + Geweberiickstand) 
von dem 14,8 g in der iiblichen Weise hydrolysiert wurden. Das 
Hydrolysat wurde nach Entfernung der Salzsiure in der von 
H. D. Dakin") beschriebenen Weise mit Butanol und Propanol 
extrahiert. Die waBrige Liésung, welche nunmehr nur noch dic 
Aminodicarbonsiuren und die Hexonbasen enthielt, wurde weiter 
analysiert. Die Menge der zunichst als Hydrochlorid abgeschie- 
denen Glutaminséure betrug 513 mg, nach Umkrystallisieren aus 
20°/, HCl 477 mg. 

> ie i = +26,8° in 9% HCl. 


451 mg wurden nochmals aus 20°/, HCl umkrystallisiert und lieferten 
413 mg. 





[ap = FAES-20 _ 498,00 in 99, HCI. 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 5,8°/, d-Form. 
4,357 mg Subst.: 5,24mg CO,, 2,12 mg H,0. 4,359 mg Subst.: 
0,289 eem N, (22°, 762 mm). 
C;H,O,N - HCl (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 
Gef. ,, 32,80 »» 0,44 i» to 
Die Asparaginsdure wurde nach der Formanschen Me- 
thode iiber das Calciumsalz gereinigt und danach als Kupfersalz 
abgeschieden. Durch Zerlegung des Kupfersalzes wurde die freie 
Asparaginsaéure erhalten und aus Wasser umkrystallisiert, 402 mg. 


>. 
la]p = — = +25,0° in 10°, HCl. 





Alle bei der Reinigung der Asparaginsiure anfallenden Fil- 
trate und Mutterlaugen wurden gesammelt und fiir die weitere 
Isolierung der Hexonbasen benutzt, die zunichst durch Phosphor- 
wolframsiure ausgefallt wurden. Das Arginin erhielten wir im 





18) Das Material verdanken wir der freundlichen Vermittlung der 
|. G. Farbenfabriken A.-G., Werk Elberfeld, wo auch nach unseren Angaben 
die Hydrolysate hergestellt wurden. 

4) J. of Biol. Chem. 44, 499 (1920). 
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Laufe des Aufarbeitungsganges schlieBlich als Flavianat. Hieraus 
wurde durch Zerlegung mit Wolle in salzsaurer Liésung das 
| Arginin-hydrochlorid (318,5 mg) dargestellt. 


itp +n +24,1° in 20%, HCL, 


Das Arginin-hydrochlorid wurde in verdiinnter HCl in der 
Wirme gelést, bis zur beginnenden Triibung mit Alkohol an- 
gespritzt und nach Beginn der Krystallisation mit der 10 fachen 
Menge Alkohol versetzt. Nach 1 tagigem Stehenlassen im His- 
schrank wurde filtriert; 262 mg. 


2. ae 
la\p 3.02 





+ 244° in 209, HCl. 


Das Lysin wurde wiahrend des Aufarbeitungsganges als 


| Pikrat erhalten und mit Wolle unter Zugabe von etwas H,SO, 


zersetzt. Im Filtrat wurde die Schwefelsiure sorgfaltig entfernt 
und die Lésung eingeengt; 98,2 mg. 
[ap = eas + 13,1° in Wasser . 


Das Lysin wurde nochmals in alkoholischer Lésung in das 


| Pikrat umgewandelt und dieses in der oben beschriebenen Weise 


zerlegt; 67,4 mg. 


_ +0,40-100 — ee 
[aly = 2.98 = +13,4° in Wasser. 





Die Drehung entspricht einem Gehalt von 4,1°/, d-Form. 

4,213 mg Subst.: 7,59 mg CO,, 3,62 mg H,O. —— 3,404 mg Subst.: 
0,505 eem N, (22°, 761 mm). 

C,H,,0,N, (146,13 Ber. C 49,27 H9,66 N 19,17 

Gef. ,, 49,13 »» 9,62 3 ABS. 

Das Histidin wurde im Laufe des Aufarbeitungsganges als 
Pikrolonat gefallt und hieraus durch Zerlegung mit Wolle ge- 
wonnen. 124 mg, aus Wasser umkrystallisiert, ergaben 106 mg. 


[a}p = - a == — 39,0° in Wasser. 
Oxyglutaminsaéure konnte nicht isoliert werden. 
II. Bésartiges Myom (Disseldorf). 


Klinischer Befund (Patholog. Institut der Medizin. Akademie, 
Diisseldorf): Leiomyosarkom. 

Frau M. Z., 44 Jahre alt, im Oktober 1938 der Uterus einschlieBlich 
beider Adnexe wegen Sarkoms entfernt. Jetzt iiber kindskopfgroBes Rezidiv 





'*) Die spezifische Drehung ist auf das freie Arginin umgerechnet. 
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ohne Metastasen mit Stenose des Darmes (Colonfistel) und des r. Ureter 
(Hydronephrose r.). Plétzlicher Tod an Lungenarterienembolie. Sektion an, 
12. VII. 39. 

Mikroskop. Untersuchung: Leiomyosarkom. Zwischen Kernziigen reich. 
lich Bindegewebe. 

206 g frisches Tumorgewebe lieferten 34 g ‘Trockenmaterial 
(KiweiBfallung + Geweberiickstand). Davon wurden 17 g hydro. 
lysiert und wie im oben beschriebenen Falle mit Butanol uni 
Propanol extrahiert. Nur die in der waBrigen Fraktion ver. 
bleibenden Aminosiuren wurden aufgearbeitet. 

Glutaminsiure-hydrochlorid, rohes Krystallisat 1,213 ¢ 
nach 1 maligem Umkrystallisieren aus 20°/, HCl 1,107 g. 


[ep = td = + 28,4° in 9%, HCl. 
1,08 g lieferten bei nochmaligem Umkrystallisieren 992 mg (lutamin. 
siiure-hydrochlorid. 
+ 1,50- 100 


[ap = + 29,1° in 9%, HCL. 


Die Drehung entspricht einem Gehalt von 4,1°/, d-Form. 

3,755 mg Subst.: 4,51 mg CO,, 1,82 mg H,O. — 4,309 mg Subst.: 
0,287 cem N, (22°, 763 mm). 

C.H,O,N.HC! (183,5) Ber. C 32,70 H5,50 N 7,64 

Gef. ,, 32,76 » 9,42 io Coe 

Die Asparaginsaure wurde iiber das Calciumsalz gereinigt 
und als Kupfersalz abgeschieden. Nach Zerlegung des Kupfer- 
salzes wurde die freie Asparaginsiiure erhalten und aus Wasser 
umkrystallisiert, 365,5 mg. 


75-10: we re 
[alp : ae 4 24,8° in 10 "le HCl. 


Wie bei der Analyse des oben beschriebenen bésartigel 
Myoms wurden auch hier alle bei der Reinigung der Asparagin- 
siure erhaltenen Filtrate und Mutterlaugen fiir.die Isolierung der 
Hexonbasen bzw. der Oxyglutaminsaure verwendet. 

Das Arginin wurde als Flavianat erhalten und daraus mi 
Wolle in salzsaurer Lésung das Arginin-hydrochlorid gewonnen, 
312 mg. 


- 100 
[aly = ae — + 24,0° in 20%, HCI. 


Wie oben beschrieben durch Lisen in HCl und Ausfillen mit Alkoho! 
gereinigt. 279 mg aus 300 mg. 


[al = — ah 100 = + 24,6° in 20% HC). 
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Lysin konnte in diesem Falle nicht isoliert werden. Das Histidin 
wurde als Pikrolonat ausgefillt und dieses mit Wolle zerlegt. 118 mg aus 
Wasser umkrystallisiert, 104 mg. 


[a}p = a = — 39,1° in Wasser. 


Modelliversuche zur Isolierung von Asparaginsaéure. — I. Kalbs- 
embryonen. 50g Gewebe getrockneter Kalbsembryonen ) lieferten 
nach der frtither beschriebenen Extraktionsweise mit NaCl-Lésung !") 


| 1,45¢ durch Alkohol gefalltes EiweiB und 25,5 g Geweberiickstand. 
| Nach der Hydrolyse wurde die Lésung filtriert, auf 150 ccm auf- 


gefillt und in 3 Teile geteilt. 


a) 50ccm wurden mit weiteren 30 ccm Wasser verdiinnt und 
mit 500 mg d,l-Asparaginsaure versetzt. Nach Behandlung 
mit Cuprooxyd und Entfernung der Cu-lonen im Filtrat wurde 
die Glutaminsiure als Hydrochlorid ausgefallt und abfiltriert. Im 


| Filtrat wurde die Salzsiure durch wiederholtes Eindampfen im 


Vakuum entfernt, der Riickstand in 50 ccm Wasser gelést und mit 


| einem UberschuB an frisch gefalltem Calciumhydroxyd in Breiform 


versetzt. Nach Abkihlen und Umschiitteln wurde vom Ungelésten 
abgesaugt, das Filtrat im Vakuum auf 5 ccm eingeengt und die 


 Ca-Salze durch Zusatz von 50 ccm absolutem Alkohol gefillt. Sie 


wurden filtriert, der Riickstand in 5ccm Wasser gelést und noch- 
mals mit 50 ccm absolutem Alkohol versetzt. Der so erhaltene 
Niederschlag wurde nach der Entfernung des Liésungsmittels in 
50 com Wasser gelést und mit Oxalsiure versetzt, solange noch 
Ca-Oxalat ausfiel. Das Filtrat vom Oxalatniederschlag wurde auf 
wenige Kubikzentimeter eingeengt und in der Hitze mit kon- 
zentrierter Cu-Acetatlésung versetzt. Das auskrystallisierende 
asparaginsaure Kupfer wurde abgesaugt und in schwach schwefel- 
saurer Lésung mit Schwefelwasserstoff entkupfert. Im Filtrat des 
Sulfidniederschlags wurde die iiberschiissige Schwefelsiiure mit 
Barytwasser entfernt und das Filtrat eingedampft. Auf diese Weise 
wurden 370 mg Asparaginsiure erhalten, welche in 4°/, iger Lésung 
in 10°/,iger Salzsiure keine optische Drehung zeigte. 


b) 50 ccm der obigen Lésung wurden ohne Zusatz von 
Asparaginséure genau in der unter a) beschriebenen Weise auf- 





168) Das Material verdanken wir wiederum der Freundlichkeit von 
Herrn Dr. A. Fischer, Kopenhagen. Vgl. Diese Z. 261, 150 (1939), und zwar 
FuBnote 19. 

”) Vgl. Diese Z. 258, 63 (1939). 
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gearbeitet. Es gelang nicht, daraus Asparaginsaure bzw. asparagin- 
saures Kupfer zu isolieren. 

c) 50 ccm der Lésung wurden mit 500 mg d,l-Asparaginsiiure 
versetzt und daraus ohne vorherige Entfernung der Glutaminsiure 
die Calciumsalze dargestellt. Diese wurden mit Oxalsdure zerlegt, 
und das eingeengte Filtrat in der Siedehitze mit frisch gefallten 
Kupferhydroxyd versetzt. Es wurde heiB vom UberschuB des 
Hydroxyds abfiltriert und die Lésung in der Kialte bewahrt, bis das 
Kupfersalz der Asparaginsiure auskrystallisiert war. Durch Zer- 
legung dieses Kupfersalzes in der unter a) beschriebenen Weise 
wurden 372 mg Asparaginsaure erhalten, welche in 4°/, iger Lésung 
in 10°/,iger Salzsiure keine optische Drehung zeigte. 


II. Kalbslunge. Aus 200 g frischer Kalbslunge wurden 
nach Extraktion mit NaCl-Lésung 8,6 g durch Alkohol ausgefialltes 
EiweiB und 32,5 g Geweberiickstand erhalten. Die vereinigten 
Fraktionen wurden hydrolysiert, das Hydrolysat durch wieder- 
holtes Kindampfen von der iiberschiissigen Salzsiiure befreit und 
in 200 com Wasser gelést. 


a) In 50ccm der Lésung wurden (ohne Zusatz von Asparagin- 
siure) nach der Methode von F. W. Foreman'®) die Calciumsalze 
der Aminodicarbonséuren bereitet und durch nochmalige Fallung 
mit Alkohol gereinigt. Nach Zerlegung der Calciumsalze mit 
Oxalsiure wurde das Kupfersalz der Asparaginsiure in der 
unter Ic) beschriebenen Weise dargestellt. Es wurden 484 mg 
Kupfersalz und daraus 322 mg Asparaginsaure erhalten. 


itp = a + 24,8° in 10°/, HCl. 

b) 50 ccm derselben Lésung wurden mit 400 mg d,]-Asparagin- 
siure versetzt und genau in der unter Ila) beschriebenen Weise 
aufgearbeitet. Dabei wurden 1,045 g asparaginsaures Kupfer und 
daraus 670 mg Asparaginsaure erhalten. 


fl teen + 13,0° in 10°/, HCl. 
Die Drehung entspricht einem Gehalt von 24,7°/, d-Form. 
Demnach sind in den 670 mg 166 mg d-Asparaginsiure vorhanden, 
das ist 83°/, der urspriinglich eingesetzten Menge. 





18) Biochemic. J. 8, 463 (1914). 
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riert yon J. Myers, Ber. chem. Ges. 5, 583 (1872). 


Uber die Pentdyopent-Reaktion 
II. Mitteilung 


Von 
Hans Fischer und Henning Frhr. vy. Dobeneck ') 
Mit 3 Figuren im Text und Tafel I 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Dezember 1939) 


In der I. Mitteilung?) tiber die Pentdyopentreaktion kamen 
wir zu dem Resultat, daB wahrscheinlich ein Dioxypyrromethen 
der Reaktion zu Grunde lige. Himine, Gallenfarbstoffe und eine 
groBe Anzahl von Dipyrrylmethanen und -methenen geben nach der 
Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd mit Natronlauge-hydrosulfit 
Rotfarbung mit charakteristischem, variablem spektroskopischem 
Befund, so daB die Pentdyopentreaktion als Gruppenreaktion auf- 
zufassen ist. 

Auf Grund dieser Feststellungen und der hier vorliegenden 
Arbeit erscheint es zweckmiBig, die Bezeichnung ,,Pentdyopent“ 
nur fiir die Rotstufe mit der typischen, namengebenden Absorp- 


' tionsbande zu beniitzen und allgemein von einer Pentdyopent- 


reaktion (,,P.-R.“) zu sprechen, da Pentdyopent im Organismus auf 
keinen Fall — auch nicht beim Vorliegen eines Redoxsystems — 
auftritt. Die zur Reaktion fiihrenden Verbindungen, die bisher als 
»Reduzierbares Nebenprodukt“ [B. J. Stokvis’)], als ,,Vorstufe“, 
als ,,Pentdyopent“ oder auch als ,,Leukostufe“ bezeichnet wurden, 
sind zweckmaBig unter der Bezeichnung von Propentdyopentver- 
hindungen zusammenzufassen. 

H. Fischer und A.Miller war es zum erstenmal gelungen. 
durch Abbau von 4,4’- Dimethyl-5,5’-dicarboxypyrromethan -3, 3’- 
dipropionsiure mit Hydroperoxyd in wafrig-ammoniakalischer 


') Dissertation Henning Frhr. v. Dobeneck, Technische Hochschule, 
Miinechen 1939. 

*) H. Fischer u. A. Miiller, Diese Z. 246, 40 (1937). 

*) Maandblad voor Naturwetenschappen 1870, Nr. 5; 1871, Nr. 2; Refe- 
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ae nach Benzoylierung ein krystallisiertes Produkt, welches 
P.-R.“ gab, zu isolieren, dessen Analysendaten fir die Dibenzoyl. 
et eines Athers @ oder einer Dioxyverbindung sprachen (II), 


, M PSM= - H,C;-—;PSM a CH, 
Le gi 
C oH; Be al O ees ae re ~ ml 0-0-4, JH. 
. 





() 


H,C,— ij PSM= _ 
oe: sl 
C,H,—Cc—ol_ _} — J 0—c— C,H, 
O 


N i N 
PSM = CH,CH, COOCc! I, ° 


Diese Befunde lieben vermuten, daB die Oxydation des Di- 
carboxydipyrrylmethans auf jeden Fall zu einem Dioxydipyrryl- 
methen fihrte. Bei der Erklirung der Bildung eines roten Farb- 
stoffes muBte die Tatsache beriicksichtigt werden, daB in einigen 
Fallen eine Farbstoffbildung durch alkalische Reduktion, in 
anderen Fallen allein durch Erhitzen in alkalischem Medium 
herbeigefiihrt wird. Es wurde deshalb angenommen, daf dann, 
wenn nur durch Reduktion die rote Farbung zu erreichen ist, 
eine héher oxydierte Vorstufe, ein Peroxyd, vorliegen miisse und 
daB in beiden Fallen das rote Endprodukt als Natriumsalz des 
Dioxymethens (III) zu betrachten sei. 


H, S PS-———CH, 
a 5 cone 
Nadl__} ee ss 


N H va 
H 

Im Einklang damit steht auch die Tatsache, daB einfache 
Oxypyrrole, wie z. B, 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-oxypyrrol und Oxy- 
kryptopyrrol mit Natronlauge in der Hitze intensive Rotfirbung 
geben, allerdings ohne spezifische Absorption. 

Weitere Riickschliisse auf die Formulierung der Pentdyopent- 
reaktion im Sinne einer zugrunde liegenden Dioxydipyrrylmethen- 
verbindung ergab das Verhalten der durch H. Fischer, H. Rei- 
necke und H. Lichtenwald') synthetisierten Oxyaminopyrro- 
methene (IV) und eines von H. Fischer und H. Guggemos’*) 
dargestellten Diaminopyrromethens (Y). 








) Diese Z. 257, 190 (1939). 
*) Diese Z. 262, 37 (1939). 





po’ 
suc 





elches 
nzoyl- 
en (II), 


C,H. 


OCH, 
s Di- 
yrryl- 
arb- 
nigen 
n, in 
dium 
lann, 
1 ist, 


und 
des 





Uber die Pentdyopent-Reaktion 127 


Mo. i me x HH, H, te =—C(CH, 
o— | en 


Bd 


C,H, H,C= 


pallens 
“li 
N H N 











Bei Reaktion mit Natriumnitrit und abel Behand- 
lung mit Natronlauge und Reduktion ergab sich bei diesen Ver- 
bindungen der typische Spektralstreifen des Pentdyopents. 

Auf Grund des erw&hnten Analysenbefundes (I, II) und der 
Tatsache, daB zur Darstellung von Lisungen mit ,,P.-R.“ Pyrrol- 
derivate mit mindestens 2 Pyrrolkernen und unter diesen nur 
solche mit verhaltnismaBig labilen a@-Substituenten wie —Br oder 
-COOH verwendet werden kénnen, schlossen H. Fischer und 
A. Miller auf eine Dioxypyrromethenstruktur des Abbauproduktes 
der alkalischen Hydroperoxydoxydation. Als hervortretendste 
Kigenschaft war, was schon B.J.Stokvis und K. Bingold?) fest- 
gestellt hatten, die auBerordentliche Wasserléslichkeit aufgefallen, 
die eine Lésung in einem der iblichen absoluten Lésungsmittel 
bisher itiberhaupt unméglich gemacht hatte. Auch diese Beob- 


}achtungen stimmen durchaus mit dem Vorhandensein von Oxy- 


sruppen im Propentdyopent iiberein, wozu beim physiologischen 
Propentdyopent, falls es durch Abbau von Haimin IX entstand, 
noch weitere Komplikationen zu erwarten wiren. Durch Heraus- 


| oxydation von je 2 der 4 Methingruppen des Himins kénnen vier 


verschiedene Propentdyopente entstehen entsprechend folgendem 
Abbauschema: 














1 
H,C——CH=CH, | H,C-——,CH=CH, 
ee 
£ N - | N 
PUA rete | i a aaeaeorer™ 
24—— HO———--—-=Fe=@]_____— CH. —i3 
N— Mee f 
, ee ee ee 
H 
re iO pte gece al 
- , 


Und zwar eine basische (1) und drei saure (2,3, 4) Kom- 
ponenten. Aus diesem Grunde stellten wir zunichst die Unter- 
suchung des Hamin IX zuriick und versuchten beim symmetrisch 








') Klin. Wschr. 1934, 1451; 1935, 1287: 1938, 289; Naturw. 36, 656 (1938). 
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H, 7 C,H, H,C 
H 
be Sans GP 
— OH ye 
H H 


welches schon in geringsten Spuren, ja in millionenfacher Ver. 
diinnung, deutliche ,,P.-R.“ ergab. Die Molekulargewichtsbestim- 
mung dieser Verbindung weist auf 2 Pyrrolkerne hin und die 
Analyse ergab einwandfrei die Anwesenheit von 3 Sauerstoffatomen. 

Durch alkalischen Abbau mit Hydroperoxyd gelang es weiter- 
hin auch aus 4,4’- Dimethyl -3,3’- diithyl - 5, 5’- dicarboxy - pyrro- 
methan (VII) eine der aus Atiohimin gewonnenen analoge Sub- 
stanz vom Zersetzungsp. 209° zu isolieren, deren Analysendaten 
in gleicher Weise auf Anwesenheit von 3 Sauerstoflatomen im 
2kernigen Molekiil sprachen. 


od ie a 
HOO C- JL coon 


, H 





Was nun die Konstitution dieses basischen Propentdyopentes 
anlangt, so war die Anwesenheit von 2 Sauerstoffatomen an den 
a-Stellungen schon von vornherein auBerst wahrscheinlich, jedoch 
bestand weniger iiber die Stellung als iiber die Bindungsart des 
3. Sauerstoffatoms Unklarheit. DaB nur die Mesostellung in Be- 
tracht kam, war nicht zu bezweifeln, da es ja gelungen war, aus 
Pyrromethenen und -methanen auf oxydativem Wege zu analogen, 
farblosen Verbindungen zu kommen, jedoch war durch Elementar- 
analyse allein keine Entscheidung dariiber méglich, ob eine Oxy- 
oder eine Oxo-Bindung vorliege. 

Versuche zum Nachweis einer Ketongruppe mit Hydrazin- 
hydrat, Phosgen und Brom nach der Methodik, die erfolgreich 
von H. Fischer und H. Orth’) an den bereits bekannten Di- 
pyrrylketonén angewendet worden war, fielen negativ aus, Auch 
schlugen Versuche zur Darstellung von Dioxyketonen einerseits 
durch Kondensation von Oxypyrrolen mit Phosgen, andererseits 


'! H. Fischer u. H. Orth, Die Chemie. des Pyrrols I, 361. 


gebauten Atiohamin I den alkalischen Abbau. Nach langwierigey 
Versuchen gelang es bei —10° die Reaktion in Chloroform- 
Methylalkoholat zu einem schén krystallisierenden farblosen Pro. 
dukt vom Zersetzungsp. 155° folgender Konstitution zu fiihren (VJ): 
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durch alkalische Hydroperoxydoxydation von 4,4’- Dimethyl-3,3’- 


| diithyl-pyrroketon - 5, 5’-dicarbonsaure’) fehl. In unserem Falle 


war jedoch auch die Isolierung eines Benzoylderivates nicht még- 
lich, obwohl zweifellos eine Verinderung durch Kinwirkung von 
Benzoylchlorid in Pyridin oder in Chloroform zu beobachten war. 
Es bilden sich hauptsiachlich griin gefirbte Lisungen, die noch 
einer eingehenden Untersuchung unterliegen. 

Kinen Hinweis auf die Struktur der Propentdyopente gab je- 
doch das labile Verhalten von Liésungen, vor allem ,,sauren“ Propent- 
dyopents gegentiber konzentrierten Mineralsiuren. H. Fischer 
und G. Fries?) hatten vor langerer Zeit durch Kondensation von 
4-Methyl-2-formyl-3-acetyl-pyrrol-5-carbonsiure-aithylester mit 
2,4-Dimethyl-3-athylpyrrol in Alkohol eine farblose Verbindung 


' dargestellt, die sie auf Grund ihrer Bildungsweise und der 


Elementaranalyse als meso-Alkohol (VIII) formulierten und deren 
auffallendste Eigenschaft die Empfindlichkeit gegeniiber Salz- 
siure ist. 











£6-—.cocH, HG——H, H,C--—-0,H, 
ae | | 
0,H,000, 3 ——o—___ Jon, -0——._, cH, 
N OH N N 
H Bei 
Vill Villa 


Dieses Carbinol ist durch gute Krystallisationsfihigkeit aus- 


‘ vezeichnet. Beim Ansiiuern tritt sofort Wasserabspaltung nach 


dem angegebenen Schema ein, und es bildet sich das entsprechende 
Pyrromethen (VIiIa), das in diesem Falle stabil ist. Bei den 
Propentdyopenten, insbesonders bei den ,,sauren“, geht durch An- 
siuern mit konzentrierter Salzsiiure sofort die Fahigkeit zur 
Pentdyopentreaktion verloren, binnen kurzem entsteht Verharzung. 
Die basische Verbindung kann bedeutend linger in konzentrierten 
Mineralsiuren aufbewahrt werden, doch wird auch sie hier nach 
eliniger Zeit zerstort. 

Kinen weiteren EKinblick in die Konstitution des Propentdyo- 
pents gab die Auffindung einer neuen Synthese. Es war schon 
hiufig versucht worden aus «,e’-Dibrompyrromethenen das Halogen 
mit Hilfe verschiedener Agentien durch eine Hydroxyl- oder eine 
Alkoxyl-Gruppe zu ersetzen, doch konnten bisher immer nur kry- 
stallisierte Kérper isoliert werden, bei welchen ein Halogenatom 


1) H. Fischer u. H. Orth, Liebigs Ann. 489, 78ff. (1931). 
*) Diese Z. 231, 231 (1935). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 9 
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in die gewiinschte Reaktion eingetreten war’), Unter energischere, 
Bedingungen wurde bisher immer nur verschmiertes Material er. 
halten. Bei Neuaufnahme dieser Versuche konnte dann durch Un. 
setzung von 4, gee 3'-diaithyl-5,5’-dibrompyrromethen (1X) 
of oe se ae CH, 


be 











ae en hy 
H N 


; 


in Eisessig mit wasserfreiem Kaliumacetat tatsichlich in 10°/, ige 
Ausbeute ein schén krystallisierter farbloser Kérper erhalten 
werden, der in Schmelz- und Mischschmelzpunkt mit dem aus VII 
erhaltenen Propentdyopent identisch war. Das Propentdyopent 
ist halogenfrei und hieraus geht hervor, daB beide «-Stellungen 
an der Reaktion teilgenommen haben. Bemerkenswert ist die 
Tatsache, daB nach Abdampfen des Eisessigs Propentdyopent 
noch nicht isolierbar ist. Erst wenn der Riickstand in Natron- 
lauge aufgenommen wurde, konnte Propentdyopent isoliert werden, 
was auf Wasseranlagerung entsprechend folgendem Schema hinweist: 











H,C, C,H, H;C,===CH, H,C, Ce Hs a sCa 
dame igs | 293 
HO -—_$_—O——— OH =< 
» H 2 yy OH -— 
H hs x H 


Propentdyopent fassen wir also als ein ,,Dioxycarbinol“ auf 
und hierfiir spricht auch die Bildung aus 4,4’-Dimethyl-3,3’-di- 
athyl-pyrromethen -5,5’- diurethan ?) omen Formulierung (X]}: 














H,C;— CH,  H,0,-——CH, 
xI 
OH, singin J peace _-'—|NHCOOC,H, 
HOH N H N OHH 
H /OH H*. 
H,C;—4C.H, _ H,Cy—CH, 
ee ee 
fo. | ee 
ao es 
} OH N 
H H 


Bemerkenswerterweise gelingt diese Reaktion mit dem ent- 
sprechenden Diaminomethen (V) nur spurenweise, eine Erscheinung, 
die einerseits auf die groBe Reaktionstragheit der Aminogruppé 


») i. easter u. J. Aschenbrenner, Diese Z. 229. 71 (1934): 
H. Fischer u. A. Stachel, Diese Z. 258, 121 (1939). 
*) W. Metzger u. H. Fischer, Liebigs Ann. 527, 4 (1936). 
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in der #-Stellung des Pyrrolkerns zuriickzufihren ist, andererseits 
auch durch die groBe Tendenz des Diaminopyrromethens in 
3,6-Imidoporphyrin tiberzugehen bedingt sein kann. 

Kinen weiteren Beweis der angenommenen Struktur eines 
Meso-Oxykérpers zu erbringen, gelang schlieBlich durch die Dar- 
stellung hervorragend krystallisierter vierkerniger Kupfer- und 
Zinksalze der erwibnten synthetischen und analytischen Propent- 
dyopente. 

Bei Zugabe von in Methanol geléstem Zink- oder Kupfer- 
acetat zu einer methanolischen Lésung von basischem Propent- 
dyopent (VI und X) und kurzem Erhitzen auf dem Wasserbad 
krystallisiert sofort ein Zink- bzw. Kupfersalz in schénen Nadeln 
aus. LieB schon dieser auffallende Unterschied der Léslichkeiten 
des Propentdyopents und der daraus gewonnenen Komplex- 
verbindungen auf eine weitergehende Veranderung innerhalb des 
Molekiils schlieBen, als es die Salzbildung allein verlangt hitte, 
so gab die Elementaranalyse dariiber Aufschlu8, da8 sich iiber- 
raschenderweise ein vierkerniger Komplex gebildet hatte, bei 
welchem auf einen Pyrrolkern ein Sauerstoffatom fallt, wihrend 
beim Propentdyopent auf den Pyrrolkern eineinhalb Sauerstofiatome 
entfallen. Es handelt sich um die Komplexsalze von Dioxypyrro- 
methenen. Wihrend freie Dioxypyrromethene offensichtlich nicht 
existenzfahig sind, tritt durch die Komplexsalzbildung eine 
Stabilisierung ein. Die Reaktion ist so zu erklaren, da8 durch 
Wasserabspaltung entsprechend fulgenden Formulierungen Dioxy- 
pyrromethen sich bildet, das im Entstehungszustand sofort als 
Komplex durch das Metall ee, wird. 
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N OH ri 
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Freie Dioxymethene sind offensichtlich nicht existenzfihig. 


Natiirlich beziehen sich diese und die folgenden Ausfiihrungen nur 
auf die Dioxypyrromethene, die bisher in Bearbeitung waren. Wir hoffen 
durch Variationen der Substituenten, durch Einfiihrung z. B. von Acetyl- oder 
Varbiithoxyresten in #-Stellung zu stabilen Dioxypyrromethenen zu gelangen. 
G* 
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Schon durch Spuren von Chlorwasserstoff wird den fertigen 
Komplexverbindungen in Chloroformlésung das Metall entzogen, 
Es resultiert eine stark gelb gefirbte Lésung, aus der sich mit 
Ligroin kein Propentdyopent isolieren laBt. Eine Isolierung des 
hier offensichtlich vorliegenden Dioxymethens konnte nicht erwirkt 
werden, vor allem, da schon bei geringem Feuchtigkeitszutritt 
vollige Entfarbung eintritt, offenbar also sich Propentdyopent 
bildet. Schiittelt man mit Wasser durch oder gibt etwas wasser. 
haltigen Alkohol zur Chloroformlésung, so tritt sofortige Ent. 
farbung ein und aus der Lésung kann jetzt Propentdyopent durch 
Versetzen mit Ligroin isoliert werden. 

Es ist also daraus zu folgern, da8 Dioxy-pyrromethen nur in 
wasserfreiem Medium als solches besteht und die Tendenz zeigt, 
durch Wasseranlagerung in den im Zusammenhang mit der 
Pentdyopentreaktion als Propentdyopent bezeichneten Verbin- 
dungstyp iiberzugehen. Die Hiufung der Hydroxylgruppen, die 
dadurch im Molekil eintritt, erklart auch die auBerordentliche 
Wasserléslichkeit dieses Typs, die bisher vor allem einer Isolierung 
im Wege gestanden war. 

Schiittelt man die Chloroformlésung des Zinksalzes mit wenig 
konzentrierter Salzsiure durch, so wird das Komplexmetall ent- 
fernt. Es tritt nun aber trotz der Anwesenheit von Wasser 
keine weitere Entfarbung ein, sondern die gelbe Farbe bleibt 
bestehen und wird mit der Zeit tiefer, bis sie ein dunkles Braun 
erreicht. Nach einiger Zeit ist keine ,,P.-R.“ mehr festzustellen 
und auch kein krystallisiertes Produkt mehr zu erhalten. Auch 
bei Lésungen von ,,saurem“ Propentdyopent tritt, wie schon er- 
wihnt, durch Zugabe von konzentrierten Mineralsiuren schnell 
Dunkelbraunfarbung ein. 

Dieselbe Erscheinung ist bei der Nitrosierung von Diamino- 
methen vor allem mit Amylnitrit zu beobachten. Die Nitrosierung, 
die im sauren Medium durchgefiihrt wird, fiihrt ebenfalls zu einem 
braunen, amorphen Produkt. ,,P.-R.“ laBt sich, wie vorhin er- 
wibnt, in diesem Falle nur nachweisen, wenn sofort nach der 
Nitrosierung alkalisch gemacht wird, also offensichtlich bevor das 
zuerst gebildete Dioxypyrromethen sich weiter umsetzt. 

Wahrend der Durchfiihrung der vorliegenden Arbeit erscbien 
eine Abhandlung von G. Meldolesi, W. Siedel und H. Mdller’) 
iiber das Myobilin und eine weitere von W. Siedel und H. Méller’) 


‘) Diese Z. 259, 137 (1939). *) Diese Z. 259, 150 (1939). 
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aber das Mesobilifuscin. Diese Veréffentlichungen erscheinen nicht 
pur in Hinsicht auf das Problem der Blutmauserung von Interesse, 
gndern ergeben auch einen direkten Zusammenhang mit der 
Pentdyopentfrage. W.Siedel und H. Méller schreiben dem Meso- 
hilifuscin die Formel eines Dioxypyrromethens zu (XII). 


H, wl Ig eH. es | ee 
Mesobilifusein I 


Hl 


Die Autoren hatten durch Oxydation von Neoxanthobilirubin- 
siuremethylester mit Bleitetraacetat eine weiBe krystallisierte 
Substanz isoliert, die wie zu erwarten ,,P.-R.“ gab, da ja von 
H. Fischer und A. Miller’) bereits bei der Oxydation von Ne- 
oxanthobilirubinsiure mit Hydroperoxyd, ja sogar durch Luft- 
oxydation, starke ,,P.-R.“ erhalten worden war, und welche W. Sie- 
del und H. Méller als pier ad ie (XIIf) formulierten. 
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Dieses ,,Oxoprodukt* fiihrten sie auf verschiedenen Wegen — 
durch Erhitzen in héher siedenden Liésungsmitteln, durch Schmelzen, 
durch Einwirkung von Salzsiéure und durch Reduktion — in ein 
amorphes Produkt iiber, dessen Identitit mit dem ,,Kérper II?) 
oder einer Komponente desselben sie annehmen und dem sie die 
Formulierung eines Dioxypyrromethens geben (XII). Zweifellos 
gehért nun Verbindung XIII der Klasse der Propentdyopente an. 
XII deckt sich in allen Eigenschaften mit den bereits vorher von 
uus erhaltenen Propentdyopenten und ware demgemi8 wie folgt zu 


formulieren (XIV): 
cs os 
E 2 


H iT 


H, T 1 
XIV = 





1) Diese Z, 246, 58 (1936). 
*) Diese Z. 73, 204, 225 (1911); H. Fischer u. F. Meyer-Betz, Diese Z. 
1, 232 (1911); H. Fischer u. P. Meyer, Diese Z. 75, 339 (1911); H. Fischer 
u. H, Rése, Diese Z, $2, 391 (1912); Ber. chem. Ges. 45, 1579, 3274 (1912). 
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Wir nehmen also an, daB auch dort zuerst ein Dioxypyrro. 
methen entsteht und dieses unter den Reaktionsbedingungen sofort 
ein Molekiil Wasser zum Mesocarbinol anlagert. 

Wie bereits erwahnt, gelingt die Oxydation auch mit Hydro. 
peroxyd, und in diesem Falle wire sie durch 1,4-Addition ent. 
sprechend folgender Formulierung ohne weiteres zu erklirep: 


lJ [fos] Je 1) 
oa >= ae ” as HOLL =. is JOH 

H H H 

Die seinerzeitigen Versuche hieriiber werden bei Gelegenheit 
wieder aufgenommen. In dhnlicher Weise wiirde auch das Ent- 
stehen von Propentdyopent aus Bilirubin durch Luftoxydation 
sich leicht erklaren. Wir nehmen dann an, daB der EKingriff des 
Sauerstoffs an der mittelstandigen Methylengruppe erfolgt unter 
Biliverdinbildung, was ja experimentell feststeht, wobei der Sauer- 
stoff zu Wasserstoffsuperoxyd hydriert wird und das Biliverdin 
dann unter Ameisenséure-Bildung zu Dioxypyrromethenen bzv. 
seinen Hydraten zerfallt. Die experimentelle Bearbeitung ist noch 
im Gange (vgl. auch S. 142). 

Die Konstitutionsaufklirung der Propentdyopente gibt auch 
eine einfache Erklarung fir die Bildung des ,,Kérper II“ baw. 
des nach W. Siedel und H. Méller mit ihm identischen Meso- 
bilifuscins, Dieses entsteht dann durch einfache Wasserabspaltung 
und Polymerisation aus dem entsprechenden bzw. den entsprechenden 
Propentdyopenten, womit auch die Molekulargewichtsbestimmung 
der Autoren von etwa 3U00 iibereinstimmt. Folgende Formulierungen 
erliutern dann den Vorgang: 
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Die Beobachtung von Stokvis, daB Lésungen, welche 
Gmelin’sche Reaktionsprodukte enthalten, regelmaBig ,,P.-R.* 
geben, konnte durchaus bestitigt werden. Durch Salpetersiure 
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yird zB. Bilirubin oxydativ letzten Endes in einkernige Spalt- 
produkte iibergefiihrt, doch scheint es, daB diese Aufspaltung — 
wenigstens teilweise — tiber ein Dioxymethen bzw. Propentdyupent 
verliuft. Wird ein Gallenfarbstoff in Chloroform gelést und mit 


DyITO- 
sofort 





ydro. : 
his iberschichteter Salpetersiure oxydiert*), werden also die Stufen 
aren: (@ der Oxydation durch die Lésung in Chloroform langsamer durch- 


lanfen (G@melin’sche Reaktion), so zeigt sich, daB auch eine Stufe 
| von zweikernigen Pyrrolderivaten, die Propentdyopentstufe, lingere 
/OW Zeit in Chloroform sich vorfindet und dort nachzuweisen ist. Nach 

einiger Zeit und intensivem Schiitteln wird auch diese Stufe auf- 

oxydiert, wahrscheinlich zu den bekannten Bruchstiicken, die von 
nheit MH. Fischer und A. Miller’) auch schon durch Oxydation von 
Ent. @ Propentdyopent nachgewiesen worden sind. 


ation Wir kommen nunmehr zu der Besprechung der Pentdyopent- 
des # yeaktion selbst. Wie schon oben ausgefiihrt, mu8 bei der Pentdyopent- 
inter M reaktion die intensive Rotfarbung unterschieden werden, die durch 
uer- MH Natronlauge allein hervorgerufen werden kann, von der, die durch 
rdin # Natriumbydrosulfit, also Zugabe eines Reduktionsmittels, bewirkt 
baw. J wird. Letztere Reaktion spielt in der Physiologie und Pathologie 
10ch HF die Hauptrolle. Die Propentdyopente geben simtlich, soweit bis 
jetzt untersucht, beide Reaktionen; die mit Natronlauge allein 
uch HM erklirt sich ohne Schwierigkeiten entsprechend den fritheren Aus- 
baw. 7% fihrungen. Durch das Erhitzen mit Natronlauge erfolgt intra- 
€s0- M molekulare Wasserabspaltung, es bildet sich ein Dioxypyrromethen, 
00§ @ welches in Analogie zum Verhalten des Anthrahydrochinons oder 
den # des Phenolphthaleins ein intensiv rot gefarbtes Natriumsalz gibt. 
uls @ Schwieriger ist es, eine Erklarung fiir die Reaktion mit Hydrosulfit- 
s&0 @ Natronlauge zu geben. Schwerlich kann auch hier das Natrium- 
salz eines Dioxypyrromethens auftreten, und zwar deshalb, weil 
spektroskopisch zwischen den beiden Rotfarbungen eine deutliche 
Differenz besteht, insofern als bei der Farbreaktion mit Natron- 
lauge allein folgender spektroskopischer Befund A auftritt. 
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Fig. 1 
2 *) Ebenso bei der Chromsiureoxydation, vgl. Diese Z. 258, 262 
7 (1989), 
1) Diese Z. 246, 58 (1936). 
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Bei vorsichtigem Verdiinnen mit heiBem Wasser ist fir kurze 
Zeit wahrend der allmahlich eintretenden Entfarbung folgendes 
Spektrum B zu beobachten: 





B 
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Fig. 2 


Bei Zusatz von Hydrosulfit erscheint dann der spektro. 
skopische Befund C: 
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Fig, 3 


Selbstverstaindlich bedingen verschiedenartige Substituenten 
Verschiebungen im spektroskopischen Befund, der Grundtyp ist 
aber der wiedergegebene. 


Das Natriumsalz des Pentdyopents konnte in _prachtvoll 
krystallisiertem Zustand isoliert werden, leider konnte jedoch eine 
einwandfreie Analyse wegen der auBerordentlichen Hinfalligkeit 
bis jetzt noch nicht durchgefiihrt werden. Um einen Reduktions- 
prozeB muB es sich hierbei mit Sicherheit handeln. Es gelang 
nimlich die Pentdyopentbildung aus den Propentdyopenten VI und X 
auch durch Reduktion hochkonzentrierter alkalischer Propent- 
dyopent-Lésungen sowohl mit Ascorbinsiure als mit Natriun- 
amalgam, als auch durch katalytische Hydrierung in Natronlauge mit 
Platinoxyd-Katalysator als Natronsalz krystallisiert zu erhalten. Es 
sind schéne rote, im auffallenden Licht gelbglinzende Krystalle von 
unverkennbarem Dichroismus, die als Prismen oft zu Rosetten ver- 
einigt sind (ygl. die Tafel). Das Krystallspektrum zeigt auBer der 
Pentdyopentbande noch eine schwache Bande an der Grenze vou 
Rot und Gelb. Diese Reaktion ist am ehesten vergleichbar der 
Erscheinung, die auftritt, wenn man Benzil und Benzoin mit Natron- ) 
lauge versetzt; es tritt dann ja eine schéne Rotfarbung auf, dic 
durch Sauerstoff entfirbt wird und bei Abwesenheit von Sauerstofi 
wiederkehrt, nur mit dem Unterschied, daB bei der ,,P.-R.“ Hydro- 
sulfit zugegen sein muB. Nahe lige es, das Propentdyopent als 
Keton aufzufassen und die Rotfirbung mit Reduktionsmitteln 
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durch Ketylbildung zu erklaren’), jedoch ware dann die Komplex- 
salzbildung mit Kupfer- und Zinkacetat nicht ohne weiteres zu 
erklaren; diese miiBte dann einen ReduktionsprozeB darstellen. Fiir 
méglich halten wir die Kombination von zwei. Prozessen, einmal 
Bildung von Dioxypyrromethen, das natiirlich in das Natriumsalz 
ibergeht, denn es wird ja in der Hitze gearbeitet, und zum zweiten 
eine Reduktion zu dem Natriumsalz eines Dioxypyrromethans 
folgender Formulierung (XV): 


oe ae 
XV Nadl }—_c--___Jona 
N N 
H H 


Die Kombination beider ware einem Chinhydron vergleichbar, 
Zur definitiven Aufklirung halten wir jedoch noch weitere Ver- 
suche fir notwendig. 

Auffallend ist die groBe Unbestindigkeit des Natriumsalzes, 
es zerfallt sehr leicht, nur in geringer Ausbeute laBt sich Propent- 
dyopent wiedergewinnen. Wahrscheinlich wird Natriumsuperoxyd 
gebildet werden (vgl. auch S, 144). 

DaB Pentdyopent leichter zerfaillt als Propentdyopent, findet 
teilweise seine Analogie im instabileren Verhalten der Dipyrryl- 
| methane gegeniiber den Dipyrrylmethenen. Wie oben ausgefihrt, 
gibt Bilirubin bei den verschiedenartigsten Oxydationsprozessen 
Propentdyopent. Offensichtlich ist dies bedingt durch die mittel- 
stindige Methylengruppe, die schwichste Stelle des Molekiils, und 
an dieser Stelle erfolgt dann der Bruch, Im Kinklang damit steht 
auch der viel schwieriger stattfindende oxydative Zerfall der 
Porphyrine und Himine. Unter energischen Bedingungen, wie 
z. B, Salpetersiureoxydation, konnte bis jetzt bei letzteren die 
,P.-R.“ nicht festgestellt werden, jedoch werden die Versuche 
fortgesetzt. Es muf in diesem Zusammenhang aber der leichte 
Zerfall des Himins durch Wasserstoffsuperoxyd?) hervorgehoben 
werden im Gegensatz zu den iibrigen Komplexsalzen und den 
Porphyrinen selbst. Die selektive Empfindlichkeit der Hamine 
hangt wohl sicher mit ihrer katalatischen Kigenschaft zu sammen. 

Auf einen Irrtum, der bis jetzt bei der Beobachtung der ,,P.-R.“ 
unterlaufen ist, méchten wir noch hinweisen. Reduziert man Lésungen 





) Gattermann-Wieland, 25. Aufl., S. 226. 
*) Vgl. hierzu auch H. Libowitzky u. H. Fischer, Diese Z. 250, 
218 (1938). 
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von Propentdyopent in Ammoniak mit Natriumhydrosulfit, so ent- 
steht das Natriumsalz und nicht ein Ammoniumsalz des Dioxy. 
methans, DaB ein Ammoniumsalz mit aihnlichen spektroskopischen 
Eigenschaften nicht existiert, kann leicht dadurch nachgewiesen 
werden, daB man eine Ammoniakliésung von Propentdyopent mit 
Ascorbinsaure reduziert oder katalytisch hydriert. Eine Farbung 
tritt hierbei nicht auf. 


Hatte schon Stokvis die Beobachtung gemacht, daB ikterischer 
Harn regelmaBig ,,P.-R.“ gibt, so konnte K. Bingold allgemein 
bei Lebererkrankungen, bei himolytischem Ikterus, bei fieberbaften 
Infektionen, die mit Urobilinurie einhergehen, und bei Leber- 
schidigungen auch dann, wenn kein Ikterus vorhanden war, im 
Harn ,,P.-R.“ feststellen. Hulst und Grotepass’) bestitigten 
K. Bingold’s Befunde und stellten weiterhin bei hohem Fieber, 
malignem Granulom, Tuberkulose und Scharlach, ja in manchen 
Fallen von Typhus abdominalis und croupéser Pneumonie ,,P.-R.« 
fest. K. Bingold dagegen vermiBte auffallenderweise bei gewissen 
Bluterkrankungen, insbesondere bei der perniciésen Animie, bei 
der ja die Urobilinogen- und Urobilinausscheidung eine groBe Rolle 
spielt, merkwiirdigerweise das Pentdyopent?). 


Bingold sah in der Entdeckung der ,,P.-R.“ im Harn und 
nach H,O,-Oxydation von Himin einen indirekten Beweis fiir das, 
wenn auch nur stellenweise Auftreten von Hydroperoxyd im 
Organismus und seine Wirkung auf den Blutfarbstoff gegeben. 
Der Grund dafiir, daB Hydroperoxyd im Organismus nicht an- 
getroffen wird, ist in der zerstérenden Wirkung der Katalase zu 
suchen, die also zu gleicher Zeit als Schutzferment fiir den Blut- 
farbstoff dient. 

Den Beweis dafiir, da8 erst in Abwesenheit der Katalase 
das tierische Himoglobin durch Hydroperoxyd angegriffen und 
zu Propentdyopent abgebaut wird, erbrachte K. Bingold dadurch, 
daB erst nach Vernichtung der Katalase, z. B. durch Temperatur- 
einwiikung, sich der Abbau zu Propentdyopent vollziehen 1aBt. 
Da8 eine Abtrennung der Katalase auch im Organismus durch- 
gefiihit werden kann, ergab sich aus Tierversuchen, in denen 
bei kiinstlich erzeugten hamolysierenden Prozessen das intravasale 
Blut seinen normalen Katalasegehalt beibehielt, wibrend das bei 
der Himoglobinurie abgeschiedene Blut auf dem Wege von der 


') Klin. Wschr. 1936, I, 201. 
*) Z. exper. Med., 99, 336 (1936). 
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Nierenarterie zum Nierenbecken seine Katalase eingebibt hatte 
und im Urin mit Hydroperoxyd zu Propentdyopent abgebaut 
werden kann. Bluturine, deren Blut aus Grtlich ulcerierenden 
Prozessen der Blase stammte, konnten im Gegensatz zu obigen 
mit Hydroperoxyd nicht zu Lésungen mit ,,P.-R.* abgebaut werden. 
Auf Grund dieser Befunde und der Argumentation, dab, wenn 
Propentdyopent in der Leber oder Milz gebildet wiirde, es von 
diesen an das Blut abgegeben werden und hier in entsprechend 
groBen Mengen nachweisbar sein miibte, sieht K. Bingold im 
Nierenparenchym den zur Abtrennung der Katalase in Frage 
kommenden Ort. Hingegen laBt er auch die Méglichkeit offen, 
daB das aus dem Blut in groBer Menge abgegebene Bilirubin 
erst zu Propentdyopent oxydiert und als solches neben oder bei 
vélliger Oxydation des Bilirubins allein im Urin ausgeschieden wird. 

A. Hulst uud W.Grotepass brachten die Tatsache, daB 
sie in der Leber eines Patienten, der an Hanotscher Leber- 
cirrhose gestorben war, kein ,,P.-R.“ nachweisen konunten, obwohl 
der Patient vor dem Tode groBe Mengen Propentdyopent aus- 
geschieden hatte, auf den Gedanken, daB Prupentdyopent etwa 
in der Niere durch Peroxydase aus Bilirubin gebildet werden 
kénnte. Es gelang ihnen wie auch schon friiher B. J. Stokvis 
durch Luftoxydation von Bilirubin Lésungen mit ,,P.-R.“ zu 
erhalten, ein Befund, der auch durch H. Fischer und A. Miller 
bestétigt wurde. Sogar allein durch Spuren von Bromdampf, 
wird Bilirubin in Methanol zu einer Lésung mit ,,P.-R.“ oxydiert 
und auch die Oxydation mit Salpetersiure fiihrt, wie schon er- 
wihnt, teilweise zu demselben Ergebnis. Eine chemische Be- 
handlung der Frage nach dem unmittelbaren Vorginger des 
Propentdyopentes im Ko6rper, d. h. der Frage, ob Propentdyopent 
in direkter Reaktion aus Him gebildet wird oder ob es erst aus 
Bilirubin nach dessen Bildung aus Himin entsteht, konnte von 
einem Vergleich der Endprodukte des Abbaues in vivo und in 
vitro ausgehen. 

Die Aufspaltung des Hamins 1X zu zweikernigen Pyrrol- 
derivaten kann theoretisch, wie schon friiher (S. 127) demonstriert, 
zu vier verschiedenen Produkten fiihren: drei sauren und einem 
basischen. Dieses basische muB, falls es iiberhaupt Atherléslich 
ist, aus alkalischer Lésung ausgezogen werden kénnen. Tatsichlich 
ist dies auch der Fall. Nach dem alkalischen Abbau von Himin 
laBt sich mit Ather ein Propendyopent bis zu einem gewissen 
Punkt ausziehen. Glatt gelang die Isolierung der basischen 
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Komponente bei Mesohimin [X. Das resultierende Produkt 
erwies sich als im Schmelz- und Mischschmelzpunkt identisch 
mit dem aus Atiohimin I gewonnenen Propendyopent (VJ). 

Aus physiologischen Propentdyopentlésungen ist selbst bei 
tagelanger Extraktion keine atherlésliche Komponente auszuziehen. 
Es ist damit erwiesen, daB das oder die Abbauprodukte im Kérper 
nicht den theoretisch aus Himin zu erwartenden entsprechen, 
daB es also der Natur entweder méglich ist, hier eine Auswahl 
zu treffen, wie sie ja auch beim Abbau zum Bilirubin gerade 
die a-Methinbriicke auswahlt, oder daB das physiologische Pro- 
pentdyopent nicht ein direktes Abbauprodukt des Haimins darstellt, 
sondern erst des Bilirubins. In diesem Falle lieBe sich die Ab- 
wesenheit der basischen Komponente zwanglos erklaren, da beim 
Abbau des Bilirubins theoretisch nur drei zweikernige Kérper 
gebildet werden kénnen und zwar alle saurer Natur. Die Bezeich- 
nung entspricht der der Spaltprodukte aus Hamin (S. 127). Sehr 
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wesentlich fir die ee der Herkunft des Propentdyopents 
ist auch die Frage des Vorkommens von Propentdyopent im 
Organismus. K. Bingold glaubt einen ,,konstanten Pentdyopent- 
spiegel* des Blutes festgestellt zu haben, eine Anschauung, der 
wir nicht beipflichten kénnen. Auf Grund seiner Wasserléslich- 
keit miBte Propentdyopent im Serum enthalten sein, jedoch 
lassen sich hier wie auch bei Icterusserum nicht die geringsten 
Spuren entdecken, letzteres in Bestiatigung der Versuche von 
K. Bingold»), Auch bei Extraktion des von K. Bingold?) so- 
genannten ,,Blutfilterrestes* mit Wasser ist ,,P.-R.“ nicht nach- 
weisbar. Erst nach Behandeln im Trockenofen und Pulverisieren 
stellt K. Bingold durch Extraktion mit Wasser und nach starkem 
EKinengen desselben ,,P.-R.“ fest. 

Die frither erwahnte au8erordentliche Empfindlichkeit der 
Reaktion ]4Bt vermuten, daB es sich hier vielleicht um erst bei 
der Anufarbeitung — etwa beim Einengen der etwas Blut- und 


*) Z. exper. Med. 99, 338 (1936). 
*) Klin. Wschr. 1988, 293. 
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Gallenfarbstoff enthaltenden waBrigen Lisung — durch Luft- 
oxydation gebildete geringste Mengen von Propentdyopent handelt. 

Es laBbt die ,,Konstanz“ auch bei Fallen starker ,,Propent- 
dyopenturie* einerseits auf Bildung wahrend der Aufarbeitung 
schlieBen, andererseits auf die schon erwihnte Vermutung K. 
Bingolds, daB nicht die Leber oder die Milz als Propentdyopent- 
bildende Organe anzusehen sind. 

Nach allem, was bis jetzt festgestellt ist, handelt es sich 
bei Propentdyopent wahrscheinlich mehr um ein indirektes als 
um ein direktes Abbauprodukt des Blutfarbstoffes. Das natiirliche 
Propentdyopent wird vermutlich in der Niere durch Oxydation 
yon Bilirubin gebildet. 

Gallensteine, menschliche sowie Rindergallensteine, sowie 
Konkremente aus den Gallengiingen der Pferde enthalten ver- 
hiltnismaBig viel Material. Aus menschlichen Gallensteinen 
konnte das Propentdyopent in krystalliertem Zustand dargestellt 
werden. In diesem Zusammenhang wire es auch wichtig, die 
Spaltstiicke zu identifizieren, die beim Abbau des Blutfarbstoffes 
in den bakteriellen Versuchen von K. Bingold gebildet werden. 

Die Konstitutionsaufklirung des natiirlichen Propentdyopents, 
insbesonders ob in ihm Vinyl- oder Athylreste enthalten sind, wird 
fiir die gesamte Beurteilung der Propentdyopentfiage sehr wichtig 
sein. Natiirlich besteht auch die Méglichkeit, daB ,,Vinyl“- und 
,Athyl*-propentdyopent nebeneinander vorkommen. Wie oben aus- 
gefihrt, hat schon K. Bingold festgestelit, daB die Pentdyopent- 
reaktion bei der Urobilinurie zumeist auftritt, und von uns wurde 
gefunden, daB Urobilin IX «@ mit Wasserstoffsuperoxyd sehr leicht 
in Propentdyopent iibergeht, wahrend Stercobilin sich refraktir 
verhalt. Friiher') haben wir fiir die Unterscheidung von Uro- 
bilin IX@ und Stercobilin die Kupferreaktion angegeben. Die 
»P.-R.“ ist nun noch einfacher durchzufiihren und mit ihrer Hilfe 
wird man sich, durch einfache Bestimmung des Propentdyopent- 
gehalts vor und nach der Oxydation mit Wasserstoffsuperoxyd 
im Urobilinharn, leicht orientieren kénnen, wieviel Urobilin und 
Stercobilin enthalten ist. Klinisch halten wir solche Untersuchungen 
fir sehr wichtig, insbesondere nachdem, wie auf S. 138 hingewiesen, 
von K. Bingold gefunden wurde, daB bei der pernicidsen Animie 
kein Propentdyopent auftritt, vielleicht wird hier nur das optisch 


1 H. Fischer u. H. Libowitzky, Diese Z. 241, 221, 222 (1936); vgl. 
auch Diese Z. 258, 256 ff. (1939). 
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aktive Stercobilin gebildet. Auch ist die Méglichkeit eines ,, Vinyl. 
Urobilins nicht ausgeschlossen. 

Urobilin und Bilirubin sind unserer Ansicht nach die Haupt. 
ausgangsmaterialien fiir das Propentdyopent (und vermutlich auch 
fir Kérper II bzw. Bilifuscin), und es fragt sich, wie dieses in 
die Gallensteine hineinkommt. Wahrscheinlich wird es sekundir 
in der Galle gebildet und bei der Konkrementbildung teils als 
Propentdyopent bzw. als mit ihm gleichbedeutendes Dioxypyrro- 
methen in polymerer Form abgelagert. 


Auf das Defizit bei den Analysen des Bilirubins hat H. Fischer 
oft hingewiesen mit der Bemerkung, daB es durchaus méglich sei, 
da8 das Bilirubin, wie es krystallisiert nach unserer Methode ge- 
wonnen wird, ein Gemisch zweier verschiedener K6rper ist, denn 
auBer dem Defizit im Kohlenstoff bei der Elementaranalyse wurde 
bei der Mesobilirubingewinnung aus Bilirubin ein in Prismen 
krystallisierter braunroter Farbstofi isoliert mit einem, dem Meso- 
bilirubin gegeniiber erheblichen Defizit an Kohlenstoff und 
Stickstoff 4). 

Die bereits veréffentlichten Analysenzahlen stimmen am besten 
auf Ersatz der Methylengruppe im Bilirubin durch eine Keto- 
oder Carbinolgruppe. Eine Bestitigung dieser Anschauung er- 
blicken wir in der Tatsache, daS in der Mutterlauge der Meso- 
bilirubindarstellung neuerdings ein roter Farbstoff mit intensiv 
griin-rot fluorescierendem Zinksalz und charakteristischem spektro- 
skopischem Befund, auch im Rot, beobachtet werden konnte, der 
wabrscheinlich ein Gemisch von Mesobilipurpurin und Meso- 
choletelin?) darstellt, denn das in der Mutterlauge auch befind- 
liche Dihydromesobilirubin wird nach W. Siedel und H. Méller® 
selbst unter Kinwirkung oxydierender Reagentien nur bis zu Meso- 
bilirhodin und Mesobiliviolin oxydiert. Die Isolierung obigen 
Korpers ist neuerdings in Angriff genommen, ebenso seine Synthese. 


Weiterhin kame fir das Propentdyopent im Harn auf Grund 
der Untersuchungen von G. Meldolesi, W. Siedel und H. M6ller 
das Myoglobin, das Hamoglobin der Muskulatur, als Ausgangs- 
material in Frage. Hierbei miiSte nach dem Abbau gleichzeitig 
eine Reduktion der Vinylgruppen am Himin IX eingetreten sein. 


1) H. Fischer, Z. Biol. 68, 166, 173 (1914). 

*) Vgl. hierzu W. Siedel, Fortschritte der Chemie organischer Natur- 
stoffe Bd. III, 8S. 111, 1939. 
8) Ebenda S. 119. 
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da die Autoren bei der Oxydation des Mesobilifuscins Methyl- 
ithylmaleinimid und Hamatinsiure erhielten. Der spektroskopische 
Befund des natiirlichen Pentdyopents bei 525 my spricht allerdings 
mehr fiir Vinylsubstitution, weil das Pentdyopent aus Neo- und 
Iso-neoxanthobilirubinsiure bei 520 my absorbiert. Méglich wire 
auch das gleichzeitige Auftreten beider. Aber hier sind natiirlich 
vor allem Versuche auf breiter Basis an klinischem Material not- 
wendig, wobei Galle und Stuhl mit untersucht werden sollen. 


Versuche 


Darstellung von 4,3’-Dimethyl]-3,4’-diathyl-5, 5’-dioxy-dipyrryl- 
methanol (Propentdyopent VI) aus Atiohamin I. 1 g Atiohimin J 
wird in einer Lésung aus 250 cem Chloroform und 100 cem Methylalkoholat 
(2 ¢ Natrium) mit Eiskochsalz auf —10° abgekiihlt. Unter Turbinieren wird 
eine Lésung von 70 cem Perhydrol in dem gleichem Volumen Methanol, 
méglichst auf 0° abgekihlt, tropfenweise zugegeben. Nach Stehen iiber 
Nacht ist Entfirbung ecingetreten. Nun wird das Eisenhydroxyd abfiltriert 
und im Vakuum unter schonendsten Bedingungen eingeengt, bis die orga- 
nischen Lésungsmittel quantitativ entfernt sind. Die zuriickbleibende alka- 
lische wiBrige Lésung wird in der Apparatur nach Kutscher-Steudel 
etwa 48 Stunden mit Ather extrahiert, welcher peroxydfrei sein soll. Nach 
Kinengen des Athers wird nun das Propentdyopent mit Ligroin gefiallt und 
dann mehrere Male aus Chloroform-Ligroin in der Kialte umkrystallisiert. 
WeiBe Nadeln vom Zersetzungsp. 155° Leicht léslich in Pyridin, Methanol, 
Chloroform, weniger leicht in Ather oder Benzol; sehr schwer in Benzin. 
Beim Schmelzen und Erhitzen in héher siedenden Lésungsmitteln Braun- 
firbung. Absorption um 523 muy. 


3,787 mg Subst.: 8,938 mg CO,, 2,382 mg H,O. —- 4,542 mg Subst.: 
0,438 cem N, (23°, 716 mm). — 5,792 mg Subst.: 1,161 mg H,0. 


C,H0,N, (278,17) Ber. C 64,71 H7,96 N1031 O 17,26 
Gef , 6446. 204 = 1048 —s—=,:17,80. 


47,7 mg Subst. in 8,2 g CHCl,, 47'= 0,95°, M = 237,5. — 22,5 mg Subst. 
in 8.2 ¢g CHCl,, 47 = 0,42°, M = 258,7. 


4,4’- Dimethyl -3, 3’- diathyl-5, 5’-dioxy-dipyrryl- methanol (Pro- 
pentdyopent X) aus 4,4’- Dimethyl-3,3’- diathyl-5,5’- dicarboxy-pyrro- 
methan (VII). 10 g des Methans (VII) werden in 100 cem 20°/,ige Natron- 
lauge gelést und nach allmihlichem Versetzen mit 25 ccm Perhydrol 14 Tage 
bis 3 Wochen im Eisschrank stehen gelassen. Ist der Zeitpunkt intensivster 
Pentdyopentreaktion erreicht, so wird wie oben mit Ather extrahiert, wobei 
oft schon ein Teil des Propentdyopents auskrystallisiert. Enthalt die Lésung 
noch Hydroperoxyd, so ist es zweckmiibig, um die Bildung von Peroxyden 
im Ather zu vermeiden, vor dem Extrahieren Hydroperoxyd mit etwas Braun- 
stein zu zersetzen und nach Abfiltrieren desselben die Operation fortzusetzen. 
Aussehen und Verhalten der Verbindung wie oben. Zersetzungsp. 209°. 
Absorption bei 521 mu. 
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4,557 mg Subst.: 10,745 mg CO,, 3,034 mg H,O. — 3,528 mg Subst. 
0,330 cem N, (27°, 723 mm). — 3,232 mg Subst.: 0,646 mg H,0O. 


C,sHg0,N, (278,17) Ber. C 64,71 H796 N1031 O17, 
Gef. ” 64,31 ” 7,47 ” 10,12 - 17,75, 


35,996 mg Subst. in 8,2 g CHCl, 47 = 0,70°, M = 243.3. 


Darstellung desselben Propentdyopents (X) aus 4,4’-Dimethyi. 
3, 3’- diathy1- 5,5’-dibrom-pyrromethen (IX). 100 mg des Methens (IX 
werden in wasserfreiem Eisessig mit dem gleichen Gewicht wasserfreia 
Kaliumacetats 1'/, Stunden unter Riickflu8 gekocht. Dann wird Eisessig in 
Vakuum entfernt, der Riickstand in Natronlauge aufgenommen (Rotfirbung, 
Spuren des gelésten griinen Farbstoffes mit Ather entfernt und dann wi 
oben aus der Natronlauge Propentdyopent extrahiert und umkrystallisiert 
Ausbeute 10°). In Schmelz- und Mischschmelzpunkt identisch mit obigen. 


Verhalten von basischem Propentdyopent gegen 20°/, ige Natron. 
lauge. Basisches Propentdyopent list sich nur langsam in konzentrierter 
Natronlauge. Beim Erhitzen tritt jedoch sofortige Lésung unter Rotfarbung 
ein. Es zeigt sich Spektrum A. Beim Verdiinnen mit Wasser tritt vollkommene 
Entfirbung ein, jedoch kann durch vorsichtige Zugabe einer kleinen Menge 
heiBen Wassers die spektrale Erscheinung B erhalten werden, die jedoch nach 
einiger Zeit ebenfalls verschwindet. Es ist auffallend, da8 die Intensitit 
der Rotfirbung nicht der Intensitiit der Rotfirbung bei Reduktion entspricht, 
doch weist schon die Erscheinung beim Verdiinnen darauf hin, daB nur von 
einem Teil des gelésten Propentdyopents in 20°/,iger Natronlauge in der 
Hitze Wasser abgespalten wird, und deshalb nur ein Teil zum rotgefirbten 
Natriumsalz des Dioxymethens umgesetzt wird. Beim Verdiinnen lagert auch 
dieser Teil wieder Wasser an und wird so vollkommen entfirbt. Die Reduk- 
tion des Propentdyopents findet natiirlich quantitativ statt, so daB simtliches 
Material an der Farbbildung teilnimmt. 


Bei obiger Synthese von Propentdyopent aus Dibrompyrromethen uit 
Kaliumacetat in Eisessig tritt nach Verdampfen des Eisessigs im Vakuun 
Rotfirbung durch Aufnahme des Riickstandes in Natronlauge auf, wobei 
wiederum Spektrum A und beim Verdiinnen Spektrum B zu beobachten sind. 
Auch hier tritt nach einiger Zeit Entfiirbung durch Wasseranlagerung an das 
urspriinglich vorhandene Dioxypyrromethen ein. 


Erhitzt man eine Lésung des Zinksalzes von Propendyopent in Chloroform: 
Methanol mit etwas Natronlauge, so tritt auch hier kurze Zeit Rotfirbung 
und Spektrum B auf. Es wird also auch hier nach Entfernen des Komple:- 
metalles intermediir auftretendes Dioxymethen offensichtlich einen Augen 
blick als Natriumsalz festgehalten, bevor durch Wasseranlagerung Ent- 
fiirbung eintritt. 


Darstellung von Pentdyopent aus Propentdyopent VI oder %. 
Propentdyopent wird in stirkerer Konzentration in 10°/,iger Natronlauge 
gelést und mit Natriumhydrosulfit oder Ascorbinsiure reduziert, oder mit 
Platinoxyd-Katalysator hydriert. Auch mit Ammonsulfid wird Propent: 
dyopent reduziert, mit Natriumthiosulfat oder Schwefelwasserstoff in ge 
ringerem Mae und mit Natriumbisulfit ist keine Rotfirbung zu erzielen. 
Beim Abkiihlen oder nach mebrstiindigem Hydrieren scheiden sich rote, 
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an der Luft nicht bestiindige, prismatische Krystalle ab, welche im auf- 
fallenden Licht gelb glinzen und typischen Dichroismus aufweisen. In 
Pyridin und Alkohol, schlechter in Wasser léslich unter allmiihlicher Ent- 
firbung. 

Rickgewinnung von Propentdyopent (VI oder X) aus Pentdyopent. 
Durch Ansiiuern der roten Pentdyopentlésung tritt sofortige Entfiirbung ein. 
Beim Ausschiitteln mit Chloroform geht die freie Verbindung teilweise in das 
Lésungsmittel und kann hieraus einige Zeit mit Natronlauge in roter Farbe 
mit Pentdyopentspektrum ausgezogen werden. Nach lingerer Zeit kann jedoch 
mit Natronlauge eine rote Verbindung nicht mehr ausgezogen werden, jedoch 
kann nun aus der Natronlauge nach Extraktion mit Ather (wie oben) in ge- 
ringer Menge das Ausgangspropentdyopent isoliert werden. Es ist offensichtlich 


Ser gréBte Teil des Pentdyopents zu einkernigen Produkten aufgespalten 


worden, worauf auch die Tatsache hinweist, da8 Pentdyopentreaktion nach 


jeweiligem Entfarben nicht beliebig oft wiederholt werden kann. 


Darstellung der Kupfer- und der Zinksalze der oben angefihrten 
Propentdyopente (V1 und X). Das entsprechende Propentdyopent wird in 
Methanol gelést und mit einer Lésung von Kupfer- bzw. Zinkacetat in Methanol 
versetzt. Beim Erhitzcn auf Wasserbadtemperatur tritt Krystallisation ein. 
Rétlich-braune (Cu) bzw. orangerote (Zn) Nadeln. Bis iiber 300° bestindig. 


Kupfersalz von Propentdyopent (VI): 

3,860 mg Subst.: 8,632 mg CO,, 2,045 mg H,O, 0,530 mg CuO. 
1311 mg Subst.: 0,378 eem No, (22°, 722 mm). 

Kupfersalz von Propentdyopent (X): 

4,110 mg Subst.: 9,300 mg CO,, 2,180 mg HO, 0,589 mg CuO. 


= 4,010 mg Subst.: 0,539 eem N, (22°, 725 mm). 


(ygHyg0,N,Cu Ber. C6186 H657 N9,63 Cu 10,94 
(581,91) a as a a ee 
, 60,99 .,, 5,98 ,, 9,46 ,, 10,67 (&). 


Zinksalz yon Propentdyopent (VI): 


3,616 mg Subst.: 2,000 mg HO, 8,104 mg CO,, 0,507 mg ZnO. 
3,658 mg Subst.: 0,324 cem N, (22°, 717 mm). 


Zinksalz von Propentdyopent (X): 


4,684 mg Subst.: 10,767 mg CO,, 2,949mg H,O, 0,664 mg ZnO. — 
4,519 mg Subst.: 0,395 eem N, (22°, 723 mm). 


CoH s,0,N,Zn Ber. C 6168 H655 N 9,60 Zn 11,19 
(583,66) Gef. 6) See ce OF » 9,67 » 11,26 (VI) 
1 Gee 4, 7,01 » 9,62 » 11,39 (&). 


Darstellung von Propentdyopent (VI) aus Mesohamin IX. Analog 
wie beim Abbau des Athiohiimin I wird die Lésung von Mesohimin IX in 
Chloroform-Methylalkoholat bei —10° mit Perhydrol abgebaut. Nach Ent. 
fernung des organischen Lésungsmittels wird auch hier die zuriickbleibende, 
wibrige Lésung mit Ather extrahiert und aus diesem das Propentdyopent 
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mit Ligroin abgeschieden. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren wird ¢iy 
weiBes Produkt erhalten, welches mit Propentdyopent (VI) im Schmelz- un 
Misechschmelzpunkt identisch ist. 


Blutantersuchung. 30 ccm Rinderblut (defibriniert) werden zentrifugier, 
Serum ohne ,,P.-R“. Das Serum wird abgegossen und der Blutkuchen zweim| 
mit absolutem Alkohol verriihrt. Alkohol ,,P.-R.“ negativy. Der Riickstan( 
wird bei Zimmertemperatur getrocknet. 


Versuch 2: Bei 36° getrocknet. 
Versuch 3: Bei 60° getrocknet. 


Simtliche drei Riickstinde wurden mit Wasser extrahiert. ,,P.-R.“ jy 
jedem Fall negativ. Dasselbe Verfahren mit 50 cem normalem Menschenblut, 
P.-R.“ in jedem Fall negativ. 

Dasselbe Verfahren mit 50 ccm Blut eines starken Ikterus-Falles mit 
intensiver ,,P.-R.“ im Harn. ,,P.-R.“ in jedem Fall negatiy. 


(Fir die Uberlassung des Blutes und des Harnes danken wir Herm 
Professor H. Kimmerer.) 


Vergleichende Zusammenstellung 


°1. Oxy-amino-pyrromethene: Gelbgefirbt, ,,P.-R.“ negativ, keine Kon- 
plexsalze, nach Nitrosierung ,,P.-R.“‘ positiv, beim Erwirmen Dunkelbrau- 
firbung. 

2. Diamino-methene: Gelbgefirbt, ,,P.-R.“ negativ, nach Erhitzen in 
alkalischem Medium schwach positiv, nach Nitrosierung ,,P.-R.“ positiy, 
stabiles, zweikerniges Cu-salz. Beim Erhitzen Bildung von §,6-Diimido- 
porphyrin. 

3. Dioxymethen: Nur in wasserfreiem Zustand bestindig. Durch Wasser. 
anlagerung farblos unter Bildung von Propentdyopent, ,,P.-R.‘‘ stark positiy, 
stabile, vierkernige Kupfer- und Zinksalze, beim Erhitzen Braunfirbung, 
ebenso bei Einwirkung konzentrierter Salzsiure. 
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Uber Himochromogene 
Von 
K. Zeile und G. Gnant 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitiitslaboratorium der Universitit Géttingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Dezember 1939) 


Die Bildung eines Himochromogens, die in der Anlagerung 


i zweier Mole einer stickstoffhaltigen Verbindung an ein Porphyrin- 


Fe!-komplexsalz (Him) besteht, wird als ein reversibler Vorgang 
aufgefaBt; in einem Haimochromogensystem befinden sich demnach 


‘die Komponenten, nimlich Him, stickstoffhaltige Base und Himo- 


chromogen in einem Dissoziationsgleichgewicht "?), 

Eine quantitative Bestitigung dieser Auffassung, die zwar 
durch qualitative Beobachtungen nahegelegt war, war bis jetzt 
nicht erbracht worden. Nun schien aber gerade im Hinblick auf 


das Problem des Cytochroms c, das selbst ein Hamochromogen- 
system darstellt, die genauere Kenntnis dieser Verhiltnisse von 


einiger Bedeutung; vielleicht lieBen sich daraus Anhaltspunkte fiir 
die Ursache der fehlenden Autoxydierbarkeit des Cytochroms c 


‘gewinnen, die es bekanntlich von anderen kiinstlichen Hamo- 


chromogenen unterscheidet. Aus diesem Grunde wurde, im Zu- 
sammenhang mit der Konstitutionsaufklirung der prothetischen 
Gruppe des Cytochroms c%), die vorliegende Untersuchung aus- 


gefiihrt. Sie bildet zugleich die quantitative Begriindung einiger in 
‘der kiirzlich erschienenen Verédffentlichung*) gemachten Voraus- 


setzungen tiber das Verhalten von Haimochromogensystemen. 
Wenn in Haimochromogensystemen wahre Dissozationsgleich- 
gewichte vorliegen, so ware zunachst zu erwarten, daB sie sich durch 
Affinitatskonstanten charakterisieren lieBen. Versuche in dieser 
Richtung liegen schon von Hill?) vor; wir muBten aber feststellen, 
daB eine allgemeine Méglichkeit hierfir, soweit es sich um wiBrige 


'! M.L. Anson u. A. E. Mirsky, J. of Physiol. 60, 50 (1925). 
*) R. Hill, Proe. roy. Soc. Lond., B. 105, 112, (1929). 
*) K. Zeile u. H. Mever, Diese Z. 262, 178 (1939). 
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Lésungen handelt, nicht besteht. Der Grund liegt in der ay. 
gesprochenen Tendenz der Reaktionsteilnehmer zur Bildung yo, 
hochmolekularen Molekilaggregaten‘), die sich in vorliufig uniiber. 
sichtlicher Weise der eigentlichen Haimochromogenbildung iiber. 
lagert. Dagegen war es bei KiweiBhimochromogensystemen wenigsten; 
méglich, das Vorliegen eines echten Gleichgewichtszustandes 
beweisen und die gewonnenen Erfahrungen auch auf das Cyto. 
chrom c-hamochromogensystem anzuwenden. 

In Anbetracht der stark selektiven Absorption der Himo. 
chromogene im sichtbaren Teil des Spektrums ergaben sich be. 
sonders giinstige Verhiltnisse fiir die Anwendung einer spektro. 
photometrischen Untersuchungsmethode. Fir die Extinktions. 
messungen wurde das Spektralphotometer nach Kénig-Martens. 
Griinbaum verwendet. Methodisch wichtig erschien es uns, die Mée. 
lichkeit einer Autoxydation bei der Erzeugung und Messung der 


Hamochromogene streng auszuschlieBen, was durch Verwendun & 


von Kiivetten nach G.Scheibe und Einhaltung der im Versuchsteil 
gegebenen Vorschrift méglich war. Wird eine Autoxydation nicht 
vermieden, so kénnen, wie wir uns iiberzeugten, bei den ver- 
wendeten geringen Konzentrationen der Farbstoffe merkliche 
Substanzzerstérungen eintreten, ein Umstand, der anscheinend 
bisher bei Untersuchungen iiber Himochromogene keine besondere 
Beriicksichtigung gefunden hat. 


Hamochromogenspektren 


Extinktionskurven von Himochromogenen sind verschiedentlich 
aufgenommen worden, so daB hier auf eine nochmalige Wiedergabe 
verzichtet werden kann. (Vgl, z. B. Drabkin und Austin’, 
Tab. 1 gibt die auch fiir die spateren Berechnungen giiltigen 
maximalen Extinktionskoeffizienten®) der untersuchten Hiaimo- 
chromogene, sowie der Hime bei denselben Wellenlingen im sicht- 
baren Gebiet wieder. Der UberschuB der himochromogenbildendas 
Base ist so hoch gewahlt, daB er zur volligen Bindung des Hams 


4) Vgl. K. Zeile u. F. Reuter, Diese Z. 221, 101 (1933). Fiir Héamatin 
war ein Teilchengewicht von etwa 50000 ermittelt worden. Wir iiberzeugten 
uns, daB fiir Meso-himatin ganz ihnliche Verhiltnisse zutreffen und dab 
die Anwesenheit von Pyridinmengen, wie sie in den untersuchten Hiimo 
chromogensystemen verwendet wurden, keine nennenswerten Veriinderungen 
hervorrufen. (Vgl. dazu Versuchsteil S. 161.) 

*) J. of Biol. Chem. 112, 89 (1935). 
*) Molare dekadische Extinktionskoeffizienten (qem- Millimol~’). 
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ausreicht, andererseits wurde ein wesentlich dariiber hinausgehender 
{iberschuB, der die Extinktionskoeffizienten beeinfluBt, vermieden, 
um vergleichbare Bedingungen mit dissoziierten Himochromogen- 
systemen zu gewahrleisten. Z.B, entspricht die verwendete Pyridin- 
menge 20 Molen Pyridin auf 1 Mol Him. Bei den von uns ver- 
wendeten geringen Pyridinkonzentrationen ist die Hauptabsorptions- 
bande rotwirts verschoben, der Extinktionskoeffizient des Maximums 
ist hdher als bei groBer Pyridinkonzentration. Nach der Tabelle 
betrigt @mo) fiir Proto-pyridin-himochromogen 3,53-10~4, wihrend 
der Wert bei einem Pyridingehalt von 50°/, 2,74-10~* betragt. 
Das Verhalten spricht fiir eine steigende Molekiilaggregation mit 
fallender Pyridinkonzentration. In reinem Pyridin ist iibrigens 
Himin monomolekular gelést’). 


Tabelle 1 


Molare Extinktionskoeffizienten der Himochromogene und Hime 
bei den Wellenlingen der Himochromogen-maxima 














L Maximum Il. Maximum 
A (my) €mol * a h (my) Emol * 10-4 
fetid nem 561 3.53 528 2.02 
Him 56] 0,50 528 0,42 
|  Meso-Pyridin- ~ . x 9 
| himochromogen 001 4,40 oly 4,49 
Hiim 5D] 0,56 519 0,48 
> RE sn ; 
sae aeeees 558 2.70 529 1,36 
Him 5D8 0,50 529 0,41 
Meso-Globin- RAQ > Byips i 9C 
himochromogen 048 een 519 1,39 
Hiim 548 0,56 519 0,48 


Als EiweiBkomponente beniitzten wir Globin. Wir verwendeten 


dieses KiweiB, weil es sich in reinem und definiertem Zustand 
leicht aus Blut gewinnen l4Bt8) und bei alkalischer Reaktion eine 
deutliche Affinitit zu Himen, also die Fiahigkeit zur Himo- 
chromogenbildung zeigt. Im Gegensatz hierzu fanden wir krystalli- 


‘) H. Fischer u. A. Hahn, Ber. chem. Ges. 46, 2308 (1913). 
*).M.L. Anson u. E. A. Mirsky, J..gen. Physiol. (Am.) 13, 133 (1929). 
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siertes Edestin aus Kiirbis- und Hanfsamen ungeeignet, da « 
eine sehr geringe Neigung zur Hamochromogenbildung zeigt, wag 
eine fiir die optischen Untersuchungen unzutriglich hohe Konzen. 
tration des EiweiBkérpers notwendig machen wiirde. 


Dissoziation des Proto-pyridinhimochromogens 


Bei den hier beschriebenen Versuchen waren die Konzen. 
trationen so gewahlt, da8 das Himochromogen in teilweise disso. 
ziiertem Zustand vorlag; die Himochromogenmenge wurde in 
Abhangigkeit von der Gegenwart wechselnder Basenmenge bestimmt 
Die spektrophotometrische Bestimmung von Him und Himo. 
chromogen nebeneinander in einer Lésung ist nach dem Vierordt. 
schen Prinzip méglich: Ist c die eingesetzte Gesamthimkonzentration, 
und bedeuten G und H die Extinktionen des Himochromogen 
bzw. Hams von der Konzentration ¢ bei bestimmter Wellenlange, 
FE die Extioktion der untersuchten Lésung bei derselben Wellen. 
linge, so ergibt sich die Konzentration g des vorhandenen Himo- 
chromogens zu: 

EH —H 


(1) 90: os 


und die Konzentration des freien Hams, h: 


G-—E 


(2) h=c- as, 


der Dissoziationsgrad des Himochromogens ist: 


G-—E 


(3) C= fal — 


Wenn es sich tatsichlich um ein wahres Dissoziationsgleich- 
gewicht handelt, so miiBte derselbe Gleichgewichtszustand erreichi 
werden, gleichgiiltig, ob man die Komponenten miteinander 
reagieren laBt, oder ob man fertig gebildetes Himochromoge. 
durch entsprechende Verdiinnung dissoziieren laBt. Wie wir un 
iiberzeugten, ist das Proto-pyridinhimochromogensystem fiir dies 
Prifung wenig geeignet, denn in dem Konzentrationsgebiet, i 
dem sich durch Verdiinnung von Haimochromogenliésungen gut 
meBbare gréBere Dissoziationseffekte erreichen lassen, ist anderer- 
seits die Hamochromogenbildung aus den Komponenten aubet- 
ordentlich langsam, auBerdem tritt wihrend dieser Zeit Ausfallung 
ein, so daB zuverlissig reproduzierbare Ergebnisse auf diesem 
zweiten Weg nicht zu erhalten sind. Wir konnten jedoch, wi 
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'keiten einer solchen Erklarung existieren. 
| darauf hinweisen, daB nach unseren Befunden das Dissoziations- 
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weiter unten gezeigt wird, an Globinhimochromogensystemen nach- 
weisen, daB die obenerwihnte Forderung der Gleichgewichtsein- 
stellung eindeutig erfillt ist, so daB wir es auch fir zulissig 
halten, im Falle des Proto-himochromogens mit einem Gleich- 
gewicht zu rechnen. 

Die MeBergebuisse sind in Tab. 2 zusammengestellt. Sie 
lassen sich nicht mit der Formel vereinbaren, die sich bei Giiltig- 
keit des Massenwirkungsgesetzes unter Annahme des molekular- 


dispersen Zustandes der Reaktionspartner ergeben wiirde: 


. 2 
ob 


(4) 9 


| h,b,g: Konzentrationen an freiem Him, Base und Hamochromogen. 


Dagegen folgen sie verhaltnismaBig gut einer empirischen 


 Gleichung: 


(5) h-b=k, 


in der auffallenderweise g, wie in einer gesittigten Lésung, nicht 
mehr erscheint. Der Mittelwert fiir k ergibt sich nach Tab. 2 zu 
6,07-10—® Es soll hier keine theoretische Deutung dieser Glei- 
chung versucht werden, da in Anbetracht der vorliufig nicht zu 
erfassenden Aggregationsvorginge wahrscheinlich mehrere Méglich- 
Wir wollen hier nur 
































Tabelle 2 
Dissoziation des Proto-pyridinhimochromogens 
Molare Konzentration 
des eingesetzten 
- — ———--—— Or h-10° b-10° k+108 
Gesamt- | Gesamtpyridins 
hims + 108 | - 10° 

1071 —-2,0-1,071 0,160 | 0,171 | 0342 | 5,85 
1,071 2,2-1,071 0,121 0,130 0,473 6,15 
1,071 2,4-1,071 0,092 0,099 0,625 6,10 
0,536 2,0-0,536 0,330 0,177 0,354 6,24 
0,536 2,2-0,536 0,278 0,149 0,405 6,05 
0,536 2,4-0,536 0,235 0,126 0,466 5,86 
0,536 3,0-0,536 0,164 0,088 0,712 6,25 
0,268 2,0 0,268 0,671 0,180 0,359 6,42 
0,268 2,2 -0,268 0,618 0,165 0,385 6,38 
0,268 2,4-0,268 0,563 0,151 0,409 6,18 
0,268 3,0-0,268 0,430 0,115 0,498 5,74 
(),268 3,6-0,268 0,342 0,092 0,613 5,64 
Mittel 6,07 
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gleichgewicht sich ganz anders verhilt als es Hill?) fand; nach 
seinen Beobachtungen wichst mit steigender Verdiinnung der 
Dissoziationsgrad stirker als es Formel 4 vorsieht, wahrend wir 
eine geringere Zunahme finden als es dieser Formel entspricht, 
Die Unterschiede dirften im wesentlichen auf die verschiedene 
Methode der Himochromogenerzeugung zurickzufiihren sein; Hills 
betrichtlich gréBere Dissoziationsgrade bei niedrigen Konzen- 
trationen erklaéren sich nach unseren Erfahrungen damit, dai 
unter diesen Umstinden die Himochromogenbildung aus den 
Komponenten sehr langsam verliuft, so daB sie erst nach Stunden 
vollstaindig sein kann, auBerdem aber wihrend dieser Zeit durch 
Flockungen gestért wird. 


Proto- und Meso-globinhimochromogensysteme 


Bei der Betrachtung eines Eiwei®hamochromogensystemns 
wird man davon ausgehen miissen, daB in einem groBen Eiweib- 
molekiil mehrere Stickstoffatome — und zwar mit im allgemeinen 
verschiedener Affinitit — mit mehreren Himmolekiilen unter 
Hamochromogenbildung reagieren kénnen. In diesem Zusammen- 
hang interessiert das Maximalbindungsvermégen eines Hiweif- 
kérpers fiir Him; zur Messung desselben fir den Fall des Globins 
wurden konstante Globinmengen mit steigenden Himmengen zu- 
sammengebracht und die Menge des entstandenen Himochromo- 
gens ermittelt. Als Ma8 fiir die Konzentration des Globins 
diente das Aquivalentgewicht, als das wir diejenige Globinmenge 
bezeichnen wollen, die im Haimoglobin mit 1 Mol Him bzw. 1 Atom 
Eisen verkniipft ist, d. ist rund 16400 g. Die MeBergebnisse, die 
an Proto- und Mesohaimochromogensystemen erhalten wurden, 
sind in Tab. 3 zusammengestellt. Daraus ist zu entnehmen, dab 
recht genau bis zu einem Molverhiltnis Globin: Him = 1:4 das 
gesamte zugesetzte Him zur Himochromogenbildung verbraucht 
wird. Bei weiter steigendem Himzusatz ist die Himochromogen- 
bildung nicht mehr proportional der Himmenge; unter den fiir die 
optische Messung giinstigen Konzentrationsverhialtnissen konnten 
wir iiber 6 Mole hinaus keine Himanlagerung feststellen. Die 
Proportionalitatsgrenze bei 4 Mol Him pro Aquivalent Globin ist 
bei Globinkonzentrationen zwischen den GréBenordnungen von 
10-4 und 10~5 gewahrt; nach Beobachtungen, die hier nicht im 
einzelnen wiedergegeben sind, miissen wir annehmen, daB sie auch 
noch bei einer um eine Zehnerpotenz hdheren Verdiinnung gilt. 
Unsere MeBwerte lagen in diesem Fall allerdings bis zu 10°), 
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unter den aus der Verdiinnung errechneten, doch diirfte die Ur- 
sache hierfiir wahrscheinlicher in unkontrollierbaren Nebenerschei- 
nungen zu suchen sein, die mit dieser hohen Verdiinnung zu- 
sammenhangen, als in einer Dissoziation. 


Tabelle 3 


Himochromogenbildung aus Proto- und Mesohiim und Globin 




















DD REL Pe ae ee 1,071-10~*-mol. 1,071-10—®-mol. | 
Lingesetztes Gesamthiim. x-1,071-10~*-mol. x-1,071-10—5-mol. 
Gebildet. Hiimochromogen y-1,071-10~*-mol. y+1,071-10~*-mol. 
x Proto- Meso- Proto- Meso- 
himochromogen himochromogen 
— 1,0 | 1,0 1,0 | 1,0 
2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 
3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 
4,0 4,0 4,0 4,0 4,0 
5,0 4,6 4,4 4,6 1,3 
6,0 5,2 4,8 5,1 4,5 
7,0 5,6 5,0 5,3 46 
8,0 5,8 5,2 5,4 4,7 
10,0 5,9 5,5 5,5 4,8 
12,0 6,0 5,7 5,6 1,9 
16,0 6,0 





Jedenfalls ergibt sich, daB 4 Mole Him, und zwar sowohl 
Proto- als Mesohim, mit grofer Affinitat an das Globin gebunden 
werden, wahrend bis zu zwei weitere Himmole mit vergleichs- 
weise geringer und fiir Proto- und Mesohim deutlich verschiedener 
Affinitat zur Hamochromogenbildung herangezogen werden. Fiir 
die Erreichung des Sattigungszustandes geniigen von Protohim 
schon geringere Konzentrationen als von Mesohim, der Sattigungs- 
grad ist bei erniedrigter Gesamtkonzentration des Systems ver- 
ringert. Bei einem Stickstoffgehalt des Globins von 16,3°/, er- 
rechnen sich 192 N-Atome pro Aquivalentgewicht; von diesen 
beteiligen sich acht (da jedes Himmol 2 Stickstoffatome zur Himo- 
chromogenbildung braucht) vorwiegend an der Hamochromogen- 
bildung. 

Es war nun von Interesse festzustellen, in welchem Ausmaf 
sich in einem Hamochromogensystem, in dem neben der Globin- 
komponente zwei verschiedene Hiamkomponenten anwesend sind, 
sich diese an der Hamochromogenbildung beieiligen. Fiir den 
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Fall, daB die Komponenten sich in einem Gleichgewichtszustanj 
befinden, war zu erwarten, daB sich die beiden Hime im Hamp. 
chromogensystem in Abhingigkeit von den Konzentrationsverhilt. 
nissen gegenseitig vertreten kénnen. Zur Untersuchung kam ej) 
System, in dem auBer einer konstanten Globinmenge wechselnd 
Mengen Meso- und Protohim zugegen waren, deren Molsumm 
konstant gleich 6 gehalten wurde. Voraussetzung fiir die Mig. 
lichkeit der optischen Konzentrationsbestimmung der Komponentey 
ist eine hinreichende Verschiedenheit der Absorptionsspektren de 
beiden Himochromogene, wie es im vorliegenden Fall zutrifi 
Zunichst lieB sich zeigen, daB tatsichlich gut reproduzierbar 
Gleichgewichtszustiinde vorliegen, denn unabhingig davon, ob m 
dem fertig gebildeten Hiamochromogen einer Himkomponente die 
zweite Hamkomponente zugesetzt wurde, oder umgekehrt, oder 
ob beide Hamkomponenten von Anfang an zugegen waren, bildete 
sich dasselbe Himochromogengemisch heraus. 
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Durch Messung der Extinktion des Gleichgewichtsgemisches 
bei zwei verschiedenen Welleulingen — praktisch eignen sich die 
Wellenlangen der beiden Himochromogenmaxima am besten — 
erhalt man die nétige Anzahl von Gleichungen, aus denen sich 
fir die beiden Haimochromogensysteme der Anteil an freiem 
Ham und gebildetem Hamochromogen errechnen la8t. Die Figur 
gibt die im Gleichgewicht vorhandenen Mengen von Meso- und 
Protohamochromogen wieder. Aus der Kurve ist zu entnehmet, 
daB innerhalb eines gewissen Bereiches die relative Beteiligung 
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der UberschuBkomponente an der Himochromogenbildung mit zu- 
nebmender Konzentration abnimmt, wihrend gleichzeitig die in 
geringerer Menge vorhandene Hamkomponente mit abnehmender 
Konzentration relativ bevorzugt an der Himochromogenbildung 
teilnimmt. Erst wenn die UnterschuBkomponente soweit zuriick- 
tritt, daB sie zur Besetzung der vorhandenen hamochromogen- 
bildenden Gruppen des Globins nicht mehr ausreicht, beteiligt 
sich die UberschuBkomponente wieder zusitzlich an der Himo- 
chromogenbildung, was einem prozentualen Anstieg des betreffen- 
den Himochromogens gleichkommt. Man wird die relativ geringere 
Beteiligung der Uberschu8komponente an der Hamochromogen- 
bildung zwangslaufig damit erkliren miissen, daB mit zunehmender 
Konzentration vermehrte Aggregation und damit verminderte 
Reaktionsfahigkeit auftritt. Wegen dieser Komplikation entfallt 
auch hier die Méglichkeit, Affinititen durch einfache Konstanten 
miteinander zu vergleichen. Immerhin sieht man, daB die Affinitat 


| der beiden Himkomponenten zum Globin von ungefihr gleicher 


GréBe sein muB8, wobei das Protohim dem Mesohim _iiber- 
legen ist. 


Uber das Himochromogensystem des Cytochroms c 


Nach den Erfahrungen iiber Mischhamochromogensysteme war 
zu erwarten, daB auch aus dem natiirlichen Cytochrom c durch 
Zufiigen einer fremden Himkomponente ein Mischhimochromogen 


| zu erzeugen sei. In der Tat erhalt man bei alkalischer Reaktion 
| aus Cytochrom c und Protohim ohne weiteres ein Mischhamo- 


chromogen, kenntlich an der Doppelbande, die den Hauptabsorp- 
tionen der beiden Himochromogenkomponenten entspricht. Es war 
quantitativ zu priifen, in welchem AusmaB das zugesetzte Proto- 
him mit dem EiweiBkérper des Cytochroms c Hamochromogen- 
bildung eingeht und auBerdem, wieweit es in das Himochromogen- 
system der prosthetischen Gruppe eingreift, ob es etwa nach Art 
des Gleichgewichtssystems Proto—Meso-himochromogen den Him- 
kérper der prosthetischen Gruppe daraus verdringen kann. Aus 
den Messungen hat sich fulgendes ergeben: Der KiweiBkérper des 
Cytochroms c vermag, wie Globin, 4 Mole Him mit verhiiltnis- 
miBig hoher Affinitit zu binden, bei Konzentrationen der Kom- 
ponenten von 2-107° mol. tritt keine meBbare Dissoziation des 
Proto-Cytochromeiweib-himochromogens ein. Dariiber hinaus ver- 
mag das EiweiB, wie das Globin, mit geringerer Affinitaét weiteres 
Him zu Hamochromogen zu binden; von dem zugesetzten iiber- 
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schiissigen Him wird nur ein Teil zur Hamochromogenbildung 
verbraucht. 

Unabhingig von dieser Ausbildung eines zweiten Hiimp. 
chromogensystems am Cytochrom c mit fremder Himkomponent 
bleibt das Haimochromogensystem der prosthetischen Gruppe un. 
beriihrt; das Protoham tritt in keine Gleichgewichtsreaktion mit den 
natiirlichen Himochromogensystem. Die Spektren des reduziertey 
Cytochroms c und des Proto-CytochromeiweiB -himochromogen 
verhalten sich additiv. Daraus ergibt sich zuniichst, daB das Hin 
des Cytochroms c mit merklich héherer Affinitét innerhalb seine 
Haimochromogensystems gebunden ist als Proto- und Mesohim 
in gewohnlichen EiweiBhimochromogensystemen. 

Die Bildung eines Mischhimochromogens aus Protoh’m uni 
Cytochrom c ist, wie die Himochromogenbildung aus Hamen und 
Globin, nur bei alkalischer Reaktion méglich. (In unseren Ver. 
suchen betrug die Laugekonzentration bei Globin-himochromogen 
0,36, bei Cytochrom-himochromogen 0,75 -10—! Mol.) Im physio. 
logischen p,-Bereich bzw. bei p,, etwa 8, das zur Liésung des 
Hams ausreicht, tritt keine Himochromogenbildung ein. Dasselbe 
gilt fiir das KiweiBporphyrin, das aus Cytochrome durch vor. 
sichtige Kisenabspaltung mit Na-hydrosulfit in 2°), iger Salzsiure 
erhalten wird*); auch dieses bildet im physiologischen p,,-Bereich 
mit Protohim kein Haimochromogen, obwohl durch die Eisen- 
abspaltung der Molekiilbezirk freigelegt ist, der mit dem intakten 
Ham der prosthetischen Gruppe das auBerordentlich stabile Himo- 
chromogensystem bildet. 

Die besondere Art der Haimochromogenbindung des Cyto- 
chroms c besteht nach den spektrometrischen Untersuchungen in 
einer auffallend groBen Bindungsfestigkeit des Cytochrom-hims, 
so daB es nicht méglich ist, mit einem anderen Him innerhalb des 
physiologischen p,,-Bereichs nachweisbare Mengen des entsprechen- 
den Hamochromogens zu erzeugen. Dieses Verhalten steht mit 
den kiirzlich skizzierten Vorstellungen vom Bau des Cytochroms ¢, 
die auch auf praparativen Ergebnissen fuBen, in Ubereinstimmung. 


Versuche 


1. Pyridinhimochromogene. Tiir die Zusammensetzung der 
Hamochromogensysteme wurde die Konzentration der Komponenten 
aus den auf S. 160 angegebenen Griinden so hoch gewahlt, dai 
die Bildung der Himochromogene nur Minuten in Anspruch nahn. 
Andererseits muBte die Konzentration so niedrig gehalten werden, 
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daB eine Ausfallung des entstandenen Himochromogens vermieden 
wurde. Durch diese Umstinde war ein ziemlich enger Kon- 
zentrationsbereich vorgeschrieben, dessen anniherndes Optimum 
durch die mitgeteilten Werte. wiedergegeben wird. Die Himine 
jwaren aus Pyridin—Kisessig umkrystallisiert und tiber P,O, ge- 
trocknet. Wahrend alkalische Mesohiminlésungen nach Wochen 
noch keine Veranderung zeigten, wurde bei den alkalischen Stamm- 
lsungen des Protohimins schon nach einer Stunde bei der Er- 
zeugung des Hamochromogens eine deutliche Absorption im Rot 
festgestellt, so daB fiir jede Kiivettenfiillung eine frisch hergestellte 


'Lésung verwendet wurde. 


a) Messung der nicht dissoziierten Pyridinhimochromogene. 


Himinlésungen: 0,75 -10~* molar. 48,9 mg Protohiimin baw. 49,2 mg Meso- 
himin in 10 cem n/10-NaOH. 

Pyridinlésung: 1,5 - 10~* molar. 

Kiivettenfiillung: 1 ccm Himinlésung, 1 eem Pyridinlésung, 1 cem n/10- 
NaOH, mit Wasser auf 7 ccm angefiillt. 

Konzentration an Hiimin: 1,071-10~* molar, Pyridin: 20-1,071-10~° molar, 
NaOH: 2,88 -10~? normal, Na,S,0,: 0,5 -10~? molar. 


Die so hergestellten Mischungen wurden in die Kiivette pipettiert, so 
dab jeweils ein noch stark gewdlbter Fliissigkeitsmeniskus tiber den Kiivetten- 
rand hervorragte. Durch Aufstreuen von etwas Na-hydrosulfit auf die Mitte 
des VerschluBglases und vorsichtiges Abklopfen wurde eine kleine Menge 
des Reduktionsmittels (durch Auswiigen im Durchschnitt zu 0,5 mg ermittelt) 
auf das Glas gebracht, die auch nach dem Umkehren desselben hingen 
bleibt. Das Deckglas mit dem auf der Unterseite hiingenden Hydrosulfit 


' wurde rasch und kriftig auf die Kiivette gedriickt. Bei dem so erreichten 


luftdichten VerschluB findet das entstandene Hiim oder Himochromogen 
keine Gelegenheit zu einer Zerstérung durch Autoxydation. Die véllige und 


; rasche Durchmischung des Kiivetteninhaltes wurde durch schnelles Drehen 


bewirkt. 


b) Messung der Dissoziation des Pyridinhimochromogens 
Es war nétig, zuerst bei héherer Konzentration der Komponenten ein még- 
lichst wenig dissoziiertes Himochromogen zu erzeugen, das durch nach- 
trigliche Verdiinnung der teilweisen Dissoziation unterworfen wurde. 


Himinlésung . .. . 0,75-107? molar in n/10-NaOH. 
Pyridinlésung . . . . 1,5- 107? molar. 
Reduktionslésung . . 50mg Na-Hydrosulfit in 10 cem n/10-NaOH. 


2cem Hiaminlésung, wechselnde Mengen Pyridinlésung (mindestens 
2cem, entsprechend 2 Mol Pyridin pro Mol Hiimin), 1 cem Reduktionslésung 
und so viel Wasser, daB das Volumen 7 ccm betrug, wurden in kleinen 
Reagensrdhren, die nach dem VerschlieBen mit Gummistopfen méglichst 
wenig Luft tiber dem Meniskus lieBen, gemischt. Einige Minuten nach dem 
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Mischen war mit dem Taschenspektroskop auBer dem reinen Hiimochromogey. 
spektrum kein Himspektrum mehr wahrzunehmen. Nun wurden 2,5 cem de 
Mischung in Glaser, die mit 5fach verdiinnter Reduktionslisung beschick 
waren, pipettiert. Entsprechend den Konzentrationsangaben in Tab. 2, §. 15) 
wurde dabei auf das doppelte, 4- und 8fache verdiinnt. In den beide 
letatgenannten Fallen wurde zum Ausgleich der Laugenkonzentration ein 
entsprechende Menge NaOH zugegeben. Nach kurzem Umschiitteln wurde 
die verdiinnten Himochromogenliésungen mit der Pipette in die Kiivette, 
gefiillt. Beim Pipettieren wurde stets die Fliissigkeit vom Boden der Gefiife 
entnommen, der Verschlu8 der Kiivette erfolgte méglichst rasch, wobei der 
iiberstehende Fliissigkeitsmeniskus durch das seitlich gefiihrte Verschlubgla 
abgeschnitten wurde. 


Die Ablesungen im Spektralphotometer wurden bei beiden Absorptions. 
maxima nach verschiedenen Zeiten vorgenommen; als endgiiltiger Wert 
wurde der letzte betrachtet, der sich im Verlauf von zwei weiteren Stunder 
nicht mehr dnderte; regelmaBig trat auch nach 12 Stunden keine Anderung 
mehr ein. In den ersten Minuten nihern sich die Extinktionswerte den 
Endzustand sehr rasch, wihrend die Erreichung der endgiiltigen Konstam 
oft nach 1 Stunde und spiter beobachtet wurde. Eine Anderung der Wellen- 
linge der Maxima in Abhingigkeit von der Basenmenge oder der MeBzeit, 
sowie Triibungen wurden bei Beschrinkung auf den angegebenen Kon 
zentrationsbereich nicht beobachtet. Zur Kontrolle wurden die meisten 
Messungen 3mal nach jeweils frischer Fiillung, mindestens aber 2mal vor. 
genommen. Es ergaben sich keine Abweichungen iiber die Fehlerbreite der 
optischen MeBmethode hinaus. 

In Tab. 4 folgt ein Beispiel einer Messung an Proto-pyridinhimo- 
chromogen : Himinkonzentration 0,268-10~* molar, Pyridinkonzentration 
2-0,268-10~? molar, Schichtdicke 5 mm, Spaltweite 0,1 mm, o,, a: abge- 
lesene Winkel, FE, G, H, vgl. 8.150. Man ersieht die Einstellung des End- 
wertes nach der Verdiinnung der urspriinglich konzentrierten Himochromoger- 
lésung. 























Tabelle 4 
A= 561 mu A == 528 mu 
Zeit 5 at tae ART ae 
nach dem Mischen 0; Ot, Oy Oy 
in ° in ° in ° in ° 
2Minuten 86,2 Re eae nee 
eS. 84,9 sss : 
eres 84.5 5,4 77,8 12,7 
2 Stunden 84,4 5,6 77,6 12,8 
3 84,4 5,6 77,6 12,8 
tg oa, eres esis 
= 2,017: OL 
log eo, E 1.3015 
ee MRI ado, 2,71-1,30 _ 0 gay 
= 1,73 —0.71 pea [nto °C" 
. ee 7 i 
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2. Globin-hamocbromogene. — a) Bindungsvermégen des Glo- 
‘pins fiir Proto- und Mesohim. 


Globinlésung. . . . 1,5-10—-* molar (Mol-Gew. 16400). 
Hiiminlésung. . . . 0,75-107~? molar. 


Das Globin wurde nach Anson und Mirsky‘) gewonnen. 2 g Globin 
wurden in 20 cem Wasser unter Schiitteln gelést, von der geringen Triibung 
wurde abzentrifugiert. In 1 g dieser Lésung wurde der Trockenriickstand 
(Trockentemp. 110°) bestimmt, der jeweils ziemlich genau 83 mg betrug. 
Aus der ersten Auflésung des Globins wurde eine Lésung hergestellt, die 
24,6 mg Globin (Trockensustanz) in 1 cem n/10-NaOH enthilt; eine solche 
Lésung ist in bezug auf Globin 1,5 -10~* molar. 

Die zur Messung verwendeten Hiimochromogenlésungen setzten sich 
wie folgt zusammen: 

0,5 cem Globinlésung, x-0,1 eem Himinlésung, (2—a-0,1) eem n/10- 
VYaOH, mit Wasser zum Endvolumen 7 ccm. Konzentration an Globin 
1,071-107-* molar, Haimin x-1,071-10~* molar, NaOH 0,36-107' norm. 
Ebenso wurden 10- und 100fach verdiinnte Lésungen, jedoch mit gleich- 
hleibender Laugenkonzentration zur Messung verwendet. 


b) Mischhimochromogene. In den Mischhimochromogenen wurde 
eine Molsumme von 6 Mol Proto- und Mesohiimin pro Mol Globin eingesetzt. 
Die Abstufung der .einzelnen Komponenten ergibt sich aus der Fig. 1. 
Die Mischungen wurden auf zweierlei Weise bereitet. Das 1. Mal wurde 
das fertige Himingemisch zur Globinlésung gegeben und nach Lauge- und 
Wasserzusatz in der Kiivette reduziert. 

In der 2. Versuchsreihe wurde nur eine Himinkomponente zur Globin- 
lésung gegeben und nach Laugezusatz mit Hydrosulfit das Himochromogen 
erzeugt. Nach 10 Minuten, einer Zeit, die sicher zur volligen Himochromogen- 
bildung ausreicht, wurde die 2. Himinkomponente zugegeben, erst dann 
wurde mit (schwach alkalischem, hydrosulfithaltigem) Wasser auf 7 cem ver- 
dinnt. Die gemessenen Extinktionen waren in beiden Fallen jeweils inner- 
halb der Fehlergrenzen dieselben. 

Fiir die Berechnung der Konzentrationen der einzelnen Himochromogen- 
komponenten im Gleichgewichtssystem wurden folgende Extinktionswerte 


S beniitzt: 


E, Extinktion der Mischung bei der Wellenliinge des Proto-hiimo- 
chromogen-maximums 558 mu, umgerechnet auf 1 em Schichtdicke, 
E, Dasselbe bei der Wellenlinge des Meso-himochromogen-maximums 


548 mu; 
fener die molaren Extinktionskoeffizienten Eo) ° LO~* 
G, fiir Proto-himochromogen im Maximum bei 558mu.. 2,70 
G, fiir Meso-himochromogen im Maximum bei 548 mu. . 2,77 
G’, fiir Proto-hiimochromogen bei 548 mu ........ 1,23 
G, fiir Meso-himochromogen bei 558mu ........ 0,62 
H, fiir Protohim bei 558 und 548mu.......... 0,50 
H, fiir Mesohiim bei 558 und 548mu......... =. 0,56 


Bedeuten c, und c, die Konzentrationen des eingesetzten Proto- baw. 
Mesohiimins, und h,, ,, 9;, go die Konzentrationen des im Gleichgewicht 
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vorhandenen Protohiims, Mesohiims, Proto-himochromogens und Meso-hiimo 


chromogens, so gilt: Bi 
EB, = 91° G, +92°G,+h,-H, +h,- A, h=\—-9, 5 (6) 

EB, = 91° G, + 92° Gy +h, - H, +hg- Hy, hy = Cy — Jo. we 

Aus diesen 4 Gleichungen wurden die in der Figur wiedergegebenc, [i (2, 
Konzentrationen der Komponenten im Gleichgewicht berechnet. 9! 
3. Mischhimochromogene aus Cytochrom c und Protoham. Oj 


Himinlésung: 5-10~* molar in n/10-NaOH. 


el’ 

Cytochrom e-Lésung: 1-10~* molar. 18,4 mg lufttrockenes Cytochrom ¢ 4 
{hergestellt nach Keilin und Hartree%)], entsprechend 16,5 mg pa 

bei 110° getrocknetem Cytochrom ¢ in 10 cem n/10-NaOH. Gi 

al: 


Zur Messung kamen Mischungen folgender Zusammensetzung: 1 cem Cyto. 
chromlésung, «-0,2 cem Haminlésung, (2—2-0,2) cem n/10-NaOH, 1 eem Wasser; 
Gesamtvolumen 4cem. Konzentration von Cytochrom ¢ : 2,5 - 10° mol, Himin: 3 &! 
x-2,5-10—-5 mol, NaOH: 0,75-10~'norm. Schichtdicken, je nach der Himin- HH Zi 
menge, 2,5, 5, 10mm. Natriumhydrosulfit wurde wie 8S. 157 beschrieben, i 4; 
mit dem Deckglas zugefiigt. Die Messungen wurden bei den Extinktions. Cy 
maxima des Cytochroms c, 500 mu und des Proto-himochromogens, 558 mu : 
vorgenommen; die Kiivettenfiillungen wurden mindestens 3mal wiederholt. 








Es wurden folgende Extinktionskoeffizienten ermittelt: : 
ll 
fiir Cytochrom ec beim Maximum 550mu ....... 2,80 - 10~¢ le 
beim Maximum des Proto-himochromogens 558 mu 0,80- 10~‘ 
fiir Proto-himochromogen beim Maximum 558 mu... 2,44-10~' 4) 
beim Maximum des Cytochromse 550mu... . 1,34-10~* 
ee ee ee eee 0,50 - 10~* 
Ss a 6 os eS ood ee Se 0,48 - 10~* 
di 
Tabelle 5 Cy 
Mole ats Nach Gl. (6) baw. (7) J da 
zugesetztes Gemessene Extinktion eae ct berechnete Extinktion Ve 
Hémin : 
ions | Proto-himo- |—— 








i 


ro Mol rg 
Cytoe ome} 550mu § 558 mu chromogen | 550 me , 558 mu he 


om aaa satiated iin aces ous Mn ia aiateieaasicauanlis ie sci 








| 
' 


0,78 


1 1,02 1 108 | 0,1 - 
2 1,40 1,40 2 1,36 1,42 
3 1,69 2,04 3 100 | 2 Se we 
{ 2,00 2.65 4 2,02 2.64 ie 
5 2.24 3,00 4,45 2,22 ko1 
6 2.48 3,46 5,14 2,48 dal 
10 3,60 5,49 8,27 3.63 ond 











*) Proc. roy. Soe. Lond. B 122, 298 (1937). 
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Die berechneten Extinktionswerte (EZ) ergeben sich bei vélliger 
Bindung des Haims aus der Formel: 


: (6) HE=C+2:-G, 


} 

worin C die gemessene Extinktion der reinen Cytochromlésung 
(2,5 10~° mol., 1 cm Schicht) bedeutet, G die Extinktion einer 
95+10-5 mol. Lésung des Himochromogens aus Protohim und 
(ytochromeiweiB und «x die Anzahl der Himmole pro Mol Cyto- 
chrom. Da G nicht zu messen ist, weil das native Cytochrom- 
eiweiB mit seiner gefarbten prosthetischen Gruppe verkniip{t ist, 
wurde dieser Wert zunichst unter der vorliufigen Annahme der 
Giltigkeit der Formel unter Beniitzung der gemessenen H-Werte 
als Mittelwert errechnet. Setzt man diesen nun in die Gleichung 
ein, so ergeben sich die berechneten Extinktionswerte in Uber- 
einstimmung mit den gemessenen; das bedeutet, daB bis zu einer 
Zugabe von 4 Molen Him pro Mol Cytochrome alles Him als 
Himochromogen gebunden wird, und eine einfache Addition des 
Cytochromspektrums und des Protohiamochromogens gilt. 

Unter Benutzung der ermittelten G-Werte fiir die Berechnung 
der Mischhimochromogene iiber das angegebene Molverhiltnis 
hinaus besteht diese einfache Beziehung nicht mehr; es wurde des- 
halb die Gleichung gepriift: 


(7) HK=C+2-G+(«e2£—2 —4)-H, 


a’ = Anzahl der gebildeten Mole Protohiimochromogen, 
a2 = Anzahl der eingesetzten Mole Protohiim, 
H = Extinktion des Protohimanteils. 


die fir den Fall gilt, daB eine einfache Addition der Spektren des 
Cytochroms, des Proto-himochromogens und des nicht umgesetzten 


| Hims (oberhalb der 4-Mol-Grenze) zutrifft. Die Tab. 5 zeigt, daB 
} das in der Tat der Fall ist. Die Extinktionen bei 558 my, deren 


Vergleichswerte in der letzten Rubrik fehlen, wurden zur Berech- 
nung von x verwendet, konnten also nicht mehr zum Vergleich 
herangezogen werden. 


4. Diffusionskoeffizienten von Hamin und Mesohamin in pyridin- 
haltiger Lésung. Die Versuchsanordnung war in allen Einzelheiten die- 
selbe wie friiher*) beschrieben. Den Himinlésungen in m/15-Na,HPO, 
waren 0,1°/, Pyridin zugesetzt. Die Diffusionskonstante des Hiimins wurde zu 
00373 qem/Tage gefunden, friiher ohne Pyridin zu 0,0399. Die Diffusions- 
konstante des Mesohimins wurde zu 0,0379 qem/Tage gefunden, was zeigt, 
daB die TeilchengréBe in den untersuchten Fiillen in derselben GréBen- 
ordnung (um 50000) liegt. 
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Untersuchungen iiber den Abbau des Hamoglobins 
bei Einwirkung verdinnter Sauren 
Von 
Helge Venndt 


Mit 5 Figuren im Text 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitit Kopenhagen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1939) 


Nach Einwirkung verdiinnter Salzsiure auf Himoglobin findet 
sich ultrafiltrierbares Eisen in der Lésung. Eine Reihe von Ver. 
fassern [Lintzel (1925), Starkenstein und Weden (1928) 
Schumm (1924)], und besonders Barkan und Mitarbeiter haben 
sich mit diesem Problem befaBt. Barkan und Mitarbeiter be. 
richteten seit 1925 iiber ihre Untersuchungen in einer Reihe von 
Mitteilungen unter dem Titel: ,,Das leicht abspaltbare Eisen‘ 
Die Verfasser sind der Auffassung, daB dieses Eisen aus im Blut 
praformierten Verbindungen stammt, die vom Himoglobin ver- 
schieden sind, doch ahnliche Kigenschaften besitzen, da die Zufuhr 
von CO die Ausbeute an , leicht abspaltbarem Eisen“ bedeutend 
herabsetzt. 

Barkan und Mitarbeiter kamen bei ihren Untersuchungen 
iiber die Einwirkung von Pepsin—Salzsiéure auf das Haimoglobin 
zu diesen Ergebnissen. Bei EKinwirkung von Salzsaure allein 
wurden unter gleichen Bedingungen gleiche Werte fiir das ,,leicht 
abspaltbare Eisen“ gefunden. Die Verfasser finden, daB die 
Menge des Kisens nach 24stiindiger Einwirkung der Salzsaure (an- 
fangs wurden 0,8 °/, Salzsaure durch Zusatz von Hamoglobinlésung 
auf 0,4°/, verdiinnt) einen konstanten Wert erreicht, der nach 
48 stiindiger Einwirkung nur unbedeutend steigt. Auch bei noch 
langerer Einwirkung der Salzsiure soll keine wesentliche Er- 
héhung eintreten. Wahrend in den ersten Stunden der Ein- 
wirkung eine sehr erhebliche Zunahme des ultrafiltrierbaren Eisens 
auftritt, kommt diese mit fortschreitender Zeit mehr und mehr 
zum Stillstand. 

Barkan (1927 und 1928) hat seine Ergebnisse mit den Ver- 
suchsresultaten von Starkenstein (1928), der das Blut mit 
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jn-HCl gekocht hat, verglichen und kommt zu dhnlichen Werten; 
das gleiche trifft fiir die Untersuchungen von Lintzel (1925) zu, 
der die Blutlésung der Einwirkung von Verdauungssalzsiure und 
schwachen Alkalien (p,, 1,8-10~—§) unterworfen hatte und so Kurven 
iber den zeitlichen Verlauf der Eisenabspaltung gefunden hat. 
Barkan selbst hat keine Untersuchungen iiber die Einwirkung 
yon HCl in variierenden Konzentrationen auf das Himoglobin, 
unter Beriicksichtigung der Frage des ,,leicht abspaltbaren Hisens“, 
yorgenommen. 

Die Untersuchungen von Lemberg (1935) iiber die Kon- 
stitution der griinen Himine [Warburg und Negelein (1930), 
die bei Einwirkung von oxydierenden—reduzierenden Prozessen 


} auf das Hamoglobin entstehen, und die von Lemberg (1935) 


aufgestellte Hypothese, wonach die Verdohimochromogene als 
Zwischenglieder im Abbau des Himoglobins zu Bilirubin zu be- 
trachten sind, haben die Grundlage fiir Barkans (1936) Hypo- 
these gegeben, wonach die Verdohimochromogene und die von 
Barkan angenommenen praformierten Verbindungen im Blut ver- 
wandte Verbindungen seien, was besonders darauf gestiitzt wird, 
daB die Verdohamochromogene bei Einwirkung von HCl (z. B. 
1°/,) leicht ihr Eisen abgeben. Als zweites Spaltprodukt der 
Verdohimochromogene konnte Lemberg (1935), neben Eisen, 


| Biliverdin isolieren. 


Barkan und Schales (1937) haben aus dem Blut unter 
Kinwirkung von Hydroperoxyd und Kaliumcyanid eine griine Ver- 
bindung, die bei Behandeln mit 0,4 °/,iger HCl sehr leicht Eisen 
abgibt, dargestellt. Die Verfasser nahmen an, daB eine Ahnliche 
Verbindung im Blut praformiert ist und diese Verbindung die 


| Hisenabspaltung bei Kinwirkung von 0,4 °/,iger HCl erleidet. Uber 


andere Spaltprodukte als Kisen bei Einwirkung von HCl berichten 
die Verfasser nicht. 

Bei Versuchen iiber die Isolierung der im Blut vermuteten 
Verbindungen (von den Verfassern als ,,Pseudohimoglobin“ be- 
zeichnet) haben Barkan und Schales (1936) mit Hilfe von 
Adsorption an Aluminiumoxyd gefunden, dab durch mehrmaliges 
Schiitteln (4—5 mal) der Hamoglobinlésung mit unbehandeltem 
Aluminiumoxyd*) ohne Einwirkung auf die gefundene Menge des 
wleicht abspaltbaren EKisens“ bis zur Hilfte adsorbiert werden kann. 


*) Die Verfasser teilen mit, daB das verwendete Adsorptionsmittel 
nahezu als ein ,,Hydrat‘ zu bezeichnen war. 
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Versuche, Himoglobin und Pseudohimoglobin durch Kata. 
phorese (mit der Theorellschen Apparatur) zu scheiden, hatte, 
keinen Erfolg. 


Neuerdings hat Lemberg und Mitarbeiter (1938) iiber die 
Umwandlung des Hamoglobins durch Ascorbinsiure in eine verdo. 
himochromogenartige Verbindung ,,Choleglobin“ berichtet. 


Durch Pricipitation der choleglobinhaltigen Haimoglobinlésung mit 
Ammoniumsulfat und nachfolgendem Behandeln des Pricipitats mit Acetyl. 
acetat und Eisessig konnte Lemberg nach Verdiinnen mit Ather mit 
1 %/,iger Salzsiiure Biliverdin extrahieren; bei Zusatz von 25 °/,iger HC) 
lieB sich Biliviolin isolieren, auch Eisen konnte nachgewiesen werden. 


Lemberg ist es gelungen, ein schwaches Absorptionsband 
(bei 660 my) des unbehandelten oxydierten Blutes spektroskopisch 
nachzuweisen. Der Verfasser betrachtet dieses Absorptionsband 
als Stiitze fiir die Annahme des Vorhandenseins verdohimo- 
chromogenartiger im Blut priformierter Verbindungen, in Uber. 
einstimmung mit der Annahme Barkans. 


Wenn die Annahme Barkans (1937), daB die Bestimmung 
des ,leicht abspaltbaren Kisens“ im Blut ein quantitatives Mab 
fir praiformierte Gallenpigmenteisenverbindungen sind, richtig ist, 
wire zu erwarten, daB es durch Verwendung verdiinnter Salz- 
siiure in verschiedenen Konzentrationen in weiten Grenzen mig- 
lich ware, zu gleichen Mengen abgespaltenen Kisens zu gelangen; 
die Menge des gefundenen EKisens sollte auch weitgehend von der 
Temperatur, bei der die Bestimmung vorgenommen wird, un- 
abhangig sein. 

In den vorliegenden Versuchen soll dieses Verhalten niaher 
untersucht werden; neben der Kinwirkung von Salzsaure wurde 
die Wirkung von Essigséure in einigen Versuchen gepriift. Weiter 
wurden Versuche iiber die Abspaltbarkeit von Eisen mit der 
Lembergschen Verbindung ,,Choleglobin* vorgenommen. 


Methodik 


Ein Teil menschliches Blut (bei Verwendung von Blutlésung 
wird von der gefundenen Menge des abgespaltenen EHisens die 
mitbestimmte Menge Plasmaeisen abgezogen), oder gewaschene 
Erythrocyten in 0,9°/, NaCl (in ahnlicher Menge wie Plasma) 
werden mit destilliertem Wasser 1:5 verdiinnt. Hierzu wird 
'/, Volumen der Salzsiure, deren Kinwirkung untersucht werden 
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konzentration stets als die Siurekonzentration bezeichnet. 
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soll, zugesetzt*). Die Behandlung entspricht dem von Barkan 
angegebenen Verfahren. 

Falls andere Angaben nicht gemacht werden, sind die Ver- 
suche bei 37° durchgefiihrt. Die zu den Versuchen benutzte 
Blutmenge war so groB, daB aus dem gleichen Kolben mehrere 
Proben zu verschiedenen Zeiten entnommen werden konnten: 
meist wurden Doppelbestimmungen ausgefiihrt. 


Die Eisenbestimmung 

Die Eisenbestimmung wurde nach einer Modifizierung der 
Heilmeyerschen (1937) Methode zur Bestimmung des Serum- 
eisens ausgefiihrt. Die Blutproteine wurden mit 20°/, Trichlor- 
essigsiure ausgefallt, ohne daB hierdurch die Menge des ab- 
gespaltenen Hisens quantitativ beeinfluBt wird. Barkan (1936) 
hat bei den Kisenbestimmungen, bei denen die Proteine durch 
Ultrafiltration oder Pricipitation mit Trichloressigsiure vor- 
genommen wurden, Ubereinstimmung gefunden. 

In 3 cem Proben der Salzsiure—Himoglobinlésung werden 
die Proteine dureh 1 ccm 20°/,ige Trichloressigsaure gefillt. Nach 


| sorgfaltigem Umschiitteln wird zentrifugiert. Die bestimmte Kisen- 


menge zeigt keine Unterschiede, wenn sofort nach Zusatz der 
Trichloressigsiure oder erst nach 1 Stunde zentrifugiert wird. 
Von dem klaren, farblosen Zentrifugat werden 2 ccm zur weiteren 


| Analyse abpipettiert, und eine etwas gréBere Menge 50°/,iger 


Natriumacetatlisung als der Salzsiure und Trichloressigsiure 
iquivalent ist, zugesetzt. Die Menge des zugesetzten Natrium- 
acetats wird im Voraus berechnet und bei gleichen HCl-Konzen- 
trationen konstant gehalten. OUberschu8 von Natriumacetat bis 
zum Dreifachen der aquivalenten Menge schadet nichts; man muB 


| sich sichern, daB nicht nur alle starke Siure neutralisiert wird, 


sondern durch UberschuB von Natriumacetat in der jetzt essig- 
siurehaltigen Lésung eine nur schwache Aciditit erzeugt wird 
(p, etwa 5). Durch Zusatz von 0,1 ccm 5°/,iges Hydrazinbydrat 
wird zu Fet+* reduziert. Endlich wird 0,1 ccem 1°/,ige waBrige 
Phenanthrolinlésung zugesetzt; in einigen Minuten entwickelt sich 
eine rotorange Farbe, deren Intensitit von der vorhandenen 
Fe+*-Menge abhangig ist. 

Heilmeyer (1937) hat die Absorptionsverhialtnisse der Farbe 
untersucht und maximale Absorption bei 510 my gefunden. Die 





*) Durch die Verdiinnung mit Blut wird die Siurekonzentration auf 
'/, der zugesetzten Konzentration herabgesetzt, im folgenden wird die End- 
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Art der Absorption wurde fiir stufenphotometrische Messungen 
als gut geeignet gefunden; bei Verwendung von Filter 8 50 zeigt 
sich Ubereinstimmung mit dem Beerschen Gesetz. Der von 
Heilmeyer gefundene Extinktionskoeffizient E =0,200 pro 1y/ccm 
konnte bestatigt werden. 

Die Spezifitat der Reaktion ist gut, sie wurde von Thiel, 
Heinrich und van Hengel (1938) untersucht, die Verfasser 
geben an, daB Oxalsiure und Citronensiure die Phenanthrolin. 
farbe beeinflussen (in einem Verhiltnis von 100:1 gegen Eisen) 
Zur Verhinderung der Gerinnung des Blutes wurde reines Heparin 
verwendet; etwa im Blut bzw. den Blutkérperchen vorhandene 
Oxal- und Citronensiure, hat nie zu Stérungen der Reaktion 
gefiihrt. 

Phenanthrolin bildet mit Kupfer eine griinliche Verbindung, 
sie wurde in den vorliegenden Versuchen niemals festgestellt, auBer- 
dem zeigt sie in niedrigen Konzentrationen bei 510 mu keine 
meBbare Extinktion. 

Ergebnisse 

Fig. 1 zeigt eine typische Kurve iiber den zeitlichen Verlauf 
der Kisenabspaltung des Blutes bei Einwirkung von 0,4°/, HCL. 
Verwendet wurde eine Blutlésung, die unverdiinnt bei der Himo- 
globinbestimmung nach Haldane einen Gehalt von 78°/, Himo- 
globin hatte (Standard 13,8 g Himoglobin per 100 ccm). Hamo- 
lyse und Verdiinnung erfolgten wie beschrieben, danach wurde 
‘/, Volumen 1,2°/,ige Salzsiure zugesetzt. Wie aus der Figur 
ersichtlich, bildet die Kurve kein Plateau, da die Menge des ab- 
gespaltenen Eisens sich dauernd indert, ein konstanter Wert wird 
bei einer Versuchsdauer von 48 Stunden nicht erreicht. Die ent- 
sprechende Kurve fiir Kohlenoxydhaimoglobin zeigt iiber diese 
Dauer ebenfalls eine, wenn auch geringere, Zunahme fiir das ab- 
gespaltene Hisen. 

In Fig. 1 sind auBerdem die Kurven fiir die Kisenabspal- 
tung dieser Blutproben iiber EKinwirkung von 0,2 und 0,1°/, HC 
eingezeichnet. Bei Kinwirkung von 0,2 und 0,1°/, findet sich eine 
erheblich gréBere Eisenabspaltung als unter Kinwirkung von 0,4°/, 
der Saure; die maximale Wirkung wird bei einer Konzentration 
von 0,1°/, erreicht (das p, wurde in einigen Proben bestimmt 
und lag bei etwa 3,1). Die festgestellte Menge des Hisens ist 
bei der HCl-Konzentration von 0,1°/, nach 24stiindiger Kinwirkung 
annahernd doppelt so gro8 wie unter Kinwirkung von 0,4°/, HC! 
in der gleichen Zeit. 
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sungen Verwendung variierender Himoglobinkonzentrationen ergeben 
) zeigt J Befunde hnlicher Art. Die Kurven zeigen eine Abhingigkeit 
2° yon Me. von der Hamoglobinkonzentration und verlaufen im allgemeinen 
-y/cem {™ nach 5 Stunden annahernd parallel. Die in Fig. 1 punktiert ein- 

gezeichnete Kurve zeigt die Eisenabspaltung der gleichen Blut- 
[hic], JB probe nach Kohlenoxydsattigung; auch hier finden sich erhebliche 
rfasser [ee Variationen bei verschiedenen HCl-Konzentrationen. Verglichen 
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= p § 
spal- © vorhanden. 
HC] & Bei Verwendung von noch schwicheren HCl-Konzentrationen 
eine [pals 0,1°/,, z. B. 0,07 und 0,03°/, HCl zeigte sich, daB bei einer 
4, Konzentration von 0,07°%/, Eisenmengen gefunden werden, die 
tion etwas niedriger als bei der Verwendung von 0,1°/, HCl lagen; 
mmt fF bei 0,03°/, HCl waren die gefundenen Werte sehr niedrig und 
- ist stiegen mit fortschreitender Zeit nur wenig an. Bei der Kin- 
ung wirkung von 0,3°/, HCl nimmt das Blut keine braune Farbe an, 
HCl wie dies bei den anderen oben erwihnten Siurekonzentrationen 


der Fall war. 
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Die erhaltenen Ergebnisse fiir die Abhingigkeit der Eisen. 
abspaltung von der Saurekonzentration lassen vermuten, daB die 
von Barkan und Mitarbeitern (1936) mitgeteilten Ergebnisse itiber 
die Adsorption eines Teiles des Himoglobins (bis zu 50°/,) aus 
Lésungen himolysierter Erythrocyten, an unbehandeltes Aluminium. 
oxyd, ohne quantitative Beeinflussung der Menge des ,,leicht ab. 
spaltbaren Kisens**) dadurch zustande kommen kann, daB durch 
das mehrmalige Umschiitteln der Haimoglobinliésung mit Alv- 
miniumoxyd neben der partiellen Adsorption des Himoglobins 
eine erhéhte Alkalitét der Lésung hervorgerufen wird. Durch 
den Saurezusatz wird eine niedrigere Aciditét, und hierdarch eine 
relativ gréBere Kisenabspaltung des nicht adsorbierten Hamoglobins 
erzeugt, als dies in der Kontrollésung des Hamoglobins mit einem 
Zusatz von 0,4°/, HCl der Fall ist. 


Die Kurven iiber die Eisenabspaltung einer anderen Hamo- 
globinlésung (13,0 g Hiamoglobin in 100 ccm) bei Verwendung 


stirkerer HCl-Konzentrationen sind in Fig. 2 dargestellt. Die ] 


untersuchten Saurekonzentrationen waren 1,3 und 2,0°/,; zum 
Vergleich wurde auch eine Kurve iiber die Einwirkung von 
0,4°/, HCl auf diese Lésung eingezeichnet. Die bei 1,3 und 2,0°/, 
gefundenen Kurven iiber die EKisenabspaltung liegen so nahe 
beieinander, daB sie als eine Kurve gezeichnet sind; dies trifft 
sowohl bei der Einwirkung auf Oxy- als auch auf Kohlenoxyd- 
himoglobin zu. Aus den beiden unteren Kurven der Fig. 2 
ist die Kinwirkung der Siurekonzentrationen auf Kohlenoxyd- 
hamoglobin ersichtlich. Auch hier zeigen die Kurven unter 
diesen Bedingungen niedrigere Werte als bei Einwirkung von 
0,4°/, HCl. 

Fig. 3 zeigt die Kurven iiber die Kisenabspaltung bei langerer 
Kinwirkung der Salzsiure, da ja die Méglichkeit bestand, dai 
nach langerer Kinwirkung der verschiedenen HCl-Konzentrationen 
doch die gleiche Menge leicht abspaltbaren Kisens vorhanden 
sein kénnte. Dies trifft, wie aus den Kurven hervorgeht, nicht 
zu; im Verlauf von 4 Tagen iindert sich die Menge des abgespal- 
tenen Eisens nur unbedeutend. Zwischen den Kurven der Eisen- 
abspaltung bei verschiedenen Saurekonzentrationen bestand stets 
ein wesentlicher Unterschied. 





*) Das leicht abspaltbare Eisen wurde von den Verfassern immer nach 
Zusatz eines halben Volumens 1,2°/,iger HCl nach Einwirkung von 16 bis 
24 Stunden bestimmt. 
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Eisen. Nach Einwirkung stirkerer HCl-Konzentrationen, z. B. 4°/, 
aB die Hund mehr, ist es nicht mehr méglich, ein farbloses Zentrifugat 
e iiber Mu erhalten; unter diesen Bedingungen ist die colorimetrische 
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Bestimmung undurchfihrbar, es wurde deshalb auf Untersuchung 
. dieser Konzentrationen verzichtet. 
6 bis Analog den Versuchen mit Salzsiure zur Bestimmung der 
Menge des ,leicht abspaltbaren Eisens“ wurde die Kinwirkung 
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von einigen schwachen LEssigsiurekonzentrationen untersucht, 
Auch hier zeigt sich ein Unterschied in der Menge des ,,leicht 
abspaltbaren Eisens“ bei Verwendung verschiedener . Konzentra. 
tionen. Die Versuchsergebnisse sind in Fig, 4 zusammengestellt, 
Untersucht wurden Essigsiurekonzentrationen von 0,67, 1,0 und 
1,33°/,; die Ausgangslésung hatte einen Haimoglobingehalt von 
10,4 g Hamoglobin in 100 ccm. Die gefundenen Mengen des 
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Fig. 4 


Abhingigkeit der Eisenabspaltung aus Oxy- und Kohlenoxydhaimoglobin 
bei Einwirkung verdiinnter Essigsiure 


abgespaltenen Hisens sind in der gleichen Zeit bei Kinwirkung 
der genannten zwei héchsten Essigsiurekonzentrationen grdBer 
als dies bei 0,1°/, HCl der Fall ist (diese HCl-Konzentration 
hat, wie oben erwahnt, auf die gleiche Hamoglobinmenge bezogen. 
die gréBte Kisenabspaltung bewirkt). 

Bei Beobachtung der Hisenabspaltung unter Einwirkung von 
0,67, 1,0 und 1,33°/, Essigsiure iiber 7 Tage finden sich, wie bel 
der Einwirkung der Salzsiure, vom 4. Tage ab nahezu konstante 
Werte, die nur fir die einzelnen Konzentrationen verschieden sind. 
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Einwirkung der Temperatur auf die Versuchsergebnisse 
Kinige Versuche wurden iiber den EinfluB der Temperatur 


bei der Siureeinwirkung auf das Himoglobin angestellt. Fig. 5 
zeigt das Verhalten der Kisenabspaltung fir Oxy- und Kohlen- 
oxydhimoglobin, wenn die Lésungen 24 Stunden Temperaturen 
von 3°, 37° und 70° ausgesetzt werden. Die Kurven lassen ver- 
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Abhingigkeit der Eisenabspaltung von der Temperatur 
(24 stiindige Einwirkung verdiinnter Salzsiure) 





F wuten, daB ein ProzeB stattfindet, dessen Ablauf durch Warme 
» gefordert wird. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Versuchsergebnisse geben keinen Anhaltspunkt fiir die 
Méglichkeit des Nachweises und einer quantitativen Bestimmung im 


| Blut praformierter, verdoh’mochromogenihnlicher Verbindungen 


durch Messung des ,,ultrafiltrierbaren Eisens“ nach 24stiindiger 
Kinwirkung von 0,4°/, HCl bei 37°. Die Werte fiir das gefundene 
wleicht abspaltbare Kisen“ wechseln mit Anderung der Versuchs- 


bedingungen. Es besteht aber die Méglichkeit, daB kleine Mengen 


verdohimochromogenahnlicher Stoffe sich im Blut befinden. Diese 
Annahme wird durch die von Lemberg (1938) mitgeteilten Be- 
funde gestiitzt. Der von Lemberg gefundene Absorptionsstreifen 
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bei 660 mu laBt sich nach Meinung des Verfassers am wabr. 
scheinlichsten durch die Annahme des Vorhandenseins kleine; 
Mengen verdohaimochromogenihnlicher Verbindungen im Blut er. 
klaren. Die Méglichkeit, kleine Mengen Biliverdin aus dey, 
Erythrocyten durch die Essigsiiure zu extrahieren, wird als weitere 
Stiitze fiir diese Annahme beniitzt. 

Wenn die Eisenabspaltung sich wie oben ausgefihrt verhilt, 
mu eine Abspaltung von Kisen aus dem Hamoglobin erfolgen: 
daneben kénnte auch eine Kisenabspaltung aus verdvhimochromogen- 
abhnlichen Verbindungen in Frage kommen. Die Menge dieser 
Verbindungen ist allerdings geringer als dies der Menge des ab. 
gespaltenen Kisens entspricht. Bei Einwirkung von 1,33°/, HC 
auf die Blutlésung ergibt sich (innerhalb der untersuchten Kon- 
- zentrationen) die Kurve mit dem geringsten Anstieg; aber auch 
hier ist die Kisenmenge gréBer als es den vorhandenen Mengen 
verdohamochromogenihnlicher Verbindungen entspricht. Wiirde 
sich diese Verbindung wie Choleglobin verhalten, dessen Hisen- 
abspaltung leicht zu untersuchen ist, so wire eine Menge ab- 
gespaltenen EKisens zu erwarten, die geringer wire, als die bei 
der Kinwirkung von 1,33°/, HCl auf Kohlenoxydhamoglobin ge- 
fundene. 

Einige Bestimmungen iiber die Eisenabspaltung aus chole- 
globinhaltigen Lésungen (nach Lemberg dargestellt) wurden unter 
Einwirkung verdiinnter HCl ausgefiihrt. AuBerdem wurden Hisen- 
bestimmungen in Kontrollésungen vorgenommen, die ohne Zusatz 
von Ascorbinsaure, aber sonst auf gleiche Weise behandelt wurden. 
Die Proben wurden sowchi mit Sauerstoffsittigung als auch mit 
Kohlenoxydsattigung durchgefiihrt. Die Extramenge des Eisens, 
die in der Choleglobinlésung gefunden wurde, war fiir die sauer- 
stoff- wie fiir die kohlenstoffhaltige Lésung die gleiche. Die An- 
wesenheit von Kohlenoxyd in der Choleglobinlésung bewirkt hier 
keine Herabsetzung der EKisenabspaltung des Choleglobins. 

Die Frage des Wirkungsmechanismus bei Einwirkung ver- 
diinnter Saéure auf das Haimoglobin kénnte die Vermutung nahe- 
legen, daB zu Beginn mit dem Himoglobin eine H,O,-Verbindung 
gebildet wird. Diese Verbindung ist von allen Verfassern, die sich 
mit Gallenpigmenteisenverbindungen befaBt haben, als erstes 
Zwischenglied im Abbau des Himoglobins zu Verdohimochromo- 
genen angenommen worden, obwohl tber den Mechanismus bei 
der H ,-Uberfiihrung noch Uneinigkeit besteht. Diese Verbindung 
ist unstabil und geht unter Offnung des Porphyrinringes bei der 
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| Methingruppe in eine neue Verbindung iiber. Diese Verbindung 


“Spa spaltet sehr leicht Eisen ab. 

lut. er. Bei Einwirkung verdiinnter Siuren auf das Himoglobin ent- 

is den fue steht bekanntlich Methimoglobin, und eine gleichzeitigverlaufende 

Weitere ge Bildung von H,O, ist méglich, obwohl der Nachweis hierfiir, wahr- 
scheinlich auf Grund der hohen Affinitaét von H,O, zum Hamo- 

verbal, Ie globin (Wieland) nicht gelungen ist. 

folgen: Gegen diese Vermutung sind jedoch Einwinde méglich. Bei 

nogen- Verwendung von Kohlenoxydhaimoglobin wird auch eine yon der 

dieser Ee Siurekonzentration abhangige Kisenabspaltung gefunden, aber die 

les ab. (AE Vereiuigung von H, mit O, ist hier nicht mit dem aus der Luft 


/, HCl stammenden Sauerstoff méglich. Die Bildung von verdohimo- 
- Kon. ae chromogenendhnlichen Verbindungen ist bisher aus Kohlenoxyd- 
- auch himoglobin auch nicht mit der Technik gelungen, mit der aus 
lengen Oxyhimoglobin Gallenpigmenteisenverbindungen dargestellt werden 


Wiirde (ae KOunen. 
KCN in niedrigen Konzentrationen ist in einigen Versuchen 


ogee ‘den Blutlésungen zugesetzt worden, ohne eine Hemmung in der 
rf he; (ae Lisenabspaltung zu bedingen, wie zu erwarten wire, wenn Hamatin, 
in ge- das in der Ferri-Form sehr stabile Verbindungen mit KCN ein- 
geht, fiir den Wirkungsmechanismus von Bedeutung wire. 
chole. Die Frage des Wirkungsmechanismus muB offenbleiben, viel- 
unter fe leicht gibt eine verfeinerte Tecknik mit dem Hydroperoxydnach- 
Risen- weis die Méglichkeit, den Wirkungsmechanismus naher zu er- 
Zusatz ee ‘orschen; daneben ware eine weitere Untersuchung der anderen 
salon Spaltprodukte neben dem Eisen wichtig, diese Frage soll in einer 


hb mit Me SPateren Arbeit behandelt werden. 


Nisens, 


one Zusammenfassung 

ve 1, Es wurden Untersuchungen iiber das ,,ultrafiltrierbare Kisen“ 

t hier (ae Di Kinwirkung verdiinnter Salzsiure in verschiedenen Konzentra- 
tionen auf menschliches Blut und gewaschene Erytrocyten vor- 

, ver. Me Scnommen. 

stdin Die Untersuchungen wurden ausgefiihrt, um die Méglichkeit 

dung J prifen, durch Bestimmung des ultrafiltrierbaren Eisens ein 

roach quantitatives MaB fir die im Blut vorhandenen verdohimochro- 

orstes (e MOgendhnlichen Stoffe zu erhalten. 

como fn 2. Es zeigte sich, daB die gefundene Menge des ,,leicht ab- 

s bei *Paltbaren Kisens“ von der Saurekonzentration abhingig ist; dies 

dung gilt sowohl fir Oxy- als auch fir Kohlenoxydhamoglobin, bei 


i der ( ®!2er Untersuchungsdauer bis zu 7 Tagen. 
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3. Vergleichende Versuche unter Anwendung verdiinnter Kssig. 
siure an Stelle der Salzsiure ergaben ebenfalls eine Abhingigkeit 
zwischen der angewandten Siurekonzentration und der gefundene; 
Menge des leicht abspaltbaren EHisens; auch hier war die Ver. 
suchsdauer bis zu 7 Tagen. 

4, Aus den Versuchen wird geschlossen, da8 durch Bestin. 
mung des ultrafiltrierbaren Hisens kein quantitatives MaB der 
praformierten Gallenpigmenteisenverbindungen im Blut gegeben 
wird, da die Menge des ultrafiltrierbaren Eisens sich von der ap. 
cewandten Siurekonzentration, der Versuchszeit und der Versuchs. 
temperatur abhingig erweist. 
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Synthese einiger organischer Phosphorsdiureverbindungen 
Von 


George Fawaz und Karl Zeile 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Gottingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1940) 


Bei den Phosphorylierungsversuchen am Kreatin, die schlief- 
lich mit der direkten Einwirkung von POCI, auf eine stark alka- 
lische Lésung von Kreatin zur Darstellung der Kreatinphosphor- 
siure fiihrte’), machten wir uns auch Erfahrungen zunutze, die 
wir mit derselben Methode an mehrwertigen Hydroxylverbindungen 
gewonnen hatten. Die letzteren interessierten uns im Hinblick auf 
die phosphorsiurehaltigen Zwischenprodukte des Kohlenhydrat- 
abbaues. Es gelingt auf diese Weise einfach in die Glycerinsiure °*) 
einen Phosphorsaurerest einzuftihren; die erhaltene Glycerinsiure- 
phosphorsaéure erwies sich im biologischen Spaltungsversuch nach 
Rohleder?*) (Bildung von Brenztraubensiure und Phosphorsaure) 
als wirksam. Auffallenderweise war es nicht méglich, die Hydroxyl- 
sruppe der Milchséiure mit der angegebenen Methode zu phos- 
phorylieren. 

Bei der Anwendung der Phosphorylierungsmethode auf Glucose 
waren in Anbetracht der Alkalitét des Reaktionsmediums von 
vornherein Komplikationen zu erwarten; trotzdem haben wir solche 
Versuche durchgefiihrt, einmal, weil sich gleich durch die negative 
Fehlingsche Reaktion gezeigt hatte, daB das Reaktionsprodukt 
den Phosphorséurerest in der reduzierenden Gruppe triigt, ein 
Umstand, der auf Beziehungen zu der beim biologischen Kohlen- 
hydratabbau von Cori*) aufgefundenen Glucose-1-phosphorsiure 


) K. Zeile u. G. Fawaz, Diese Z. 256, 193 (1938). 

*) Vgl. dazu: C. Neuberg, F. Weinmann u. M. Vogt, Biochem. Z. 
199, 248 (1928); M. Vogt, Biochem. Z. 211, 1 (1929); C. Neuberg u. 
W.Schuchardt, Biochem. Z. 280, 293 (1935); W. KieBling, Ber. chem. 
(res, 68, 243 (1935). 

28) Diese Z. 239, 15 (1936). 

) C.F. Cori u. G. T. Cori, Proc. Soc. exper. Biol. a. Med. (Am.) 34, 


02 (1936); C.F. Cori, S. P. Colowick u. G. T. Cori, J. of Biol. Chem. 
121, 465 (1937). 
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von Neuberg*) versuchten Phosphorylierung wiinschenswert er. 
schien. In jenen Versuchen war eine Glucoselésung mit Calcium. 
hydroxyd und einer Chloroformlésung von POCI, langere Zeit 
geschiittelt worden, einheitliche Reaktionsprodukte waren abe 
nicht beschrieben worden. 

LaBt man POCI, direkt zu einer mit Kalk versetzten Zucker. 
lésung zuflieBen, so tritt keine Phosphorylierung ein, wohl aber, 
wenn man an Stelle des Kalks Baryt verwendet. Doch erfolgt, 
wie wir uns durch Untersuchung der optischen Drehung iiber. 
zeugten, schon vor Beginn der Phosphorylierung eine Umwandlung 
des Zuckers. Nach der im Versuchsteil beschriebenen Aufarbeitung 
wurde ein Ba-Salz erhalten, dessen Analysenwerte auf ein Hexose. 
monophosphorsiure-Ba-Salz stimmen. Die Untersuchung de 
Phosphorsiureabspaltung in n-HCl bei 100° ergab, daB die Sub. 
stanz nicht einheitlich ist; etwa 30°/, der Phosphorsiure erwiesen 
sich als innerhalb von etwa 20 Minuten abspaltbar, wahrend der 
gréBere Rest sich nur als sehr langsam hydrolysierbar erwies, 
Dieser Hauptteil kann mit der leicht hydrolysierbaren Glucose. 
1-phosphorsaéure von Cori nicht identisch sein, wohl kann dies 
aber fiir den leicht hydrolysierbaren Anteil zutreffen. Da die 
Seliwanow-Reaktion negativ ist, kann der schwer hydrolysier. 
bare Phosphorsiureester kein Fructosederivat sein; so bleibt nach 
unseren Kenntnissen von der Zuckerumwandlung in alkalischem 
Medium in erster Linie die Annahme eines Mannosederivates 
iibrig, wenn man nicht auberdem eine Anderung der Ringgréfen 
in Betracht ziehen will. 

Durch Hydrolyse in saurem Medium gelang es, die leicht 
spaltbare Komponente aus dem Reaktionsprodukt zu entfernen; 
die verbleibende Hauptmenge ist nach ihrem Verhalten bei der 
weiteren Hydrolyse als einheitlich zu bezeichnen. Die Spaltung 
der gereinigten Zuckerphosphorsiure in Wasser bei 100° folgt 
der monomolekularen Reaktion (k = 0,00060). Indessen scheint 
mit tiberschiissiger Mineralsiure eine sekundire Umwandlung ein- 
zusetzen, die sich in einer anfangs vergréBerten, spiter abklingen- 
den Reaktionsgeschwindigkeit auBert (Reaktionskonstanten der 
Spaltung in n-H,S0Q,: ko_20 min. = 09,0088, Keo_40 min. = 0,0035). 

Das Bariumsalz der neuen Zuckerphosphorsiaure ist im Geget- 
satz zum Cori-ester leicht in Wasser léslich; es gelang nicht ei 


4) C. Neuberg u. H. Pollack, Biochem. Z. 28, 519; 26, 514 (1910). 








hinwies, und weiterhin, weil uns ein Vergleich mit der friihe 
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krystallisiertes Kalium- oder Brucinsalz daraus zu gewinnen. Die 
den Dissoziationsstufen des Phosphorsiurerestes entsprechenden 
p, Werte betragen: p,, etwa 1,0; Px,, 6,10. Die spezifische Drehung 
[a]! des Ba-Salzes in Wasser betragt + 25,3° 

SchlieBlich beschreiben wir noch die Guanidinphosphorsaure, 
die als Grundkérper der Phosphagene Interesse besitzt. Bei ihrer 
Darstellung als krystallines sekundares Ca-Salz (I) wurde in enger 
Anlehnung: an die fir die Kreatinphosphorsiure gegebene Vor- 
schrift verfahren. Die Guanidinphosphorsiure ist gegen Saure- 
hydrolyse merklich stabiler als Kreatinphosphorsiure; die Reak- 
tionskonstante der Spaltung in n-HCl bei 18° (7-10~°) betragt 
etwa 1/,, des Wertes fiir Kreatinphosphorsiure. Heife Siure 
spaltet auch die Guanidinphosphorsiure sehr rasch. 


~? 
1 oLNH No Oa 
NH, 

Der Typus der Titrationskurve ist dem der Kreatinphosphor- 
siure Ahnlich: Es liegen 2 Saiureiquivalente vor, im alkalischen 
ist keine Pufferstelle vorhanden. Beim Vergleich mit der Kreatin- 
phosphorsiure ist es nun auffallend, daB das sekundire Ca-Salz 
nicht alkalisch, sondern neutral reagiert. Das bedeutet, daB der 


| Guanidorest keine basische Funktion mehr besitzt und sich nicht 


an einer inneren Salzbildung beteiligt, wihrend im sekundiren 


| Ca-Salz der Kreatinphosphorsiure, das trotz der dritten Saure- 
gruppe ebenfalls neutral reagiert, offenbar eine solche vorliegt. 


Die Dissoziationskonstanten der Guanidophosphorsaure sind er- 


| heblich von denen der Kreatinphosphorsaure verschieden; die erste 


ist so groB, daB sie in der Titrationskurve nicht gemessen werden 
konnte (die erste meBbare Dissoziationskonstante der Kreatin- 


| phosphorsiure entspricht einem p,, von 2,44), die zweite Saure- 
p funktion mit p,, = 4,15 ist wesentlich schwicher als die der 


Kreatinphosphorsaure (2,88). Wir verweisen in diesem Zusammen- 
hang auf die wiederum weitgehend verschiedenen Dissoziations- 
verhiltnisse bei der dritten bekannten Guanidophosphorsiaure, der 
Argininphosphorsdure**). Demnach lassen sich die elektrochemischen 
Verhiltnisse der Phosphagene nicht direkt miteinander vergleichen. 

Nach den mitgeteilten Reaktionsbeispielen diirfte die Phos- 
phorylierungsreaktion mit POCI, in wiaBrig-alkalischem Medium 





**) O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 196, 95 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 12 
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fir manche Zwecke eine brauchbare Methode zur Einfihrung des 
Phosphorsaurerestes darstellen, zumal sie, wie sich erkennen lage, 
auch offenbar auswihlenden Charakter besitzt. 


Versuche 


1. Phosphorylierung der d,1-Glycerinsaéure. 21,2 ¢ Glycerinsiiure 
werden in 200 ecm Wasser gelést und mit 12 cem 17 n-NaOH neutralisiert, 
Die Phosphorylierung erfolgt durch Zugeben von 61 g POC], (= 2 Mol) und 
120 cem 17 n-NaOH in 5 Portionen unter Eiskochsalzkiihlung. Nach dem 
Abfiltrieren von ausgeschiedenem Na-Phosphat und Neutralisieren des Fij- ‘ 
trates mit HCl auf py 9 werden 200g krystallisiertes Calciumchlorid zu. re 
gegeben und mit 2 Vol. Alkohol das Ca-Salz der Glycerinphosphorsiure 
(zusammen mit Kochsalz) ausgeschieden. Das Rohsalz wird unter CO,-Aus- 
schlu8 aus Wasser umkrystallisiert. Ausbeute 20°/, d. Th. 

Die Analyse eines lufttrocknen Priparates des tertiiiren Ca-Salzes 
ergab folgende Werte: 


4,753 mg Subst.: 2,16mg CO,, 1,48 mg H,0. 


C;H,0,0Cas,, .3H,O (243,16.3H,O) Ber. C 12,11 H 3,35 P 10,40 wt 
Gef. ,, 12,40 » 348 ,, 10,205, (m 


2. Phosphorylierung der Glucose. 18 g Glucose werden in 100 cem a 
Wasser gelést und zur Lésung 85 g Ba(OH), (fein gemahlen) gegeben’), hy 


Dann werden 15,8 g POCI, unter Eiskiihlung langsam zugesetzt. Nach 

20 Minuten wird abzentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wird auf 

Py 8,5 gebracht, unter CO,-Ausschlu8 eingeengt und mit 2 Vol. Alkohol 
gefallt. Das Priéparat wird im Exsiccator getrocknet. Zur Entfernung des 
Bariumchlorids wird die getrocknete, fein pulverisierte Substanz in Wasser 
wieder gelést, wenig eingeengt und abermals mit 2 Vol. Alkohol gefiilt. 

Diese Umfallung wird einige Male wiederholt, bis die Cl’-Probe negativ 

ist. Ausbeute etwa 5 g. 

Ein bei 80° (i. Hochv.) getrocknetes Priiparat ergab folgende Werte: sal 

4,885 mg Subst.: 0,407 mg Gewichtsverlust®*). 


4,478 mg Subst.: 3,095 mg CO,, 1,240 mg H,0. 80' 
C,H,,0,PBa (395,36) Ber. C 18,23 H 2,80 P 7,85 a 
Gef. ,, 18,82 yy 3,09 > 402. : 

6 


Das Priiparat wurde der Hydrolyse in n-HCl bei 100° unterworfen 
und die Geschwindigkeit der Phosphatabspaltung bestimmt. Aus 10 ccm 
Lésung, enthaltend 4,60 mg Gesamtphosphor, wurden je 2 eem nach 10, 20 
und 30 Minuten entnommen und der abgespaltene Phosphor direkt colori- 
metrisch bestimmt. 





5) Die Phosphorbestimmung wurde in allen Analysen colorimetrisch ra 
vorgenommen. “> 
®) Wie wir uns an einer Parallelprobe orientierten, sank durch den 
Barytzusatz die spezifische Drehung des Ausgangswertes der Gleichgewichts- Py, 


glucose 52° auf 30° und dnderte sich wihrend der fiir die Phosphorylierung wit 
benétigten Zeitdauer nicht merklich. 
6®) Gewichtsverlust auf 2 Mol H,O berechnet: 0,407 mg. ° 
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Gesamtphosphor in 2 cem Lésung . 0,92 mg 


k 
Anorganischer { nach 10’... . . 0,297 mg 0,0149 
Phosphor in es, ia eee 0,303 mg 0,0024 
2 cem Po ape Serger ae 0,320 mg 0,0012 





1 a : : 
( ek ilies. aon ¢ in Minuten) 


Spezifische Drehung des Ba-Salzes, in n-HCl gelést; 
[a]? = (+ 1,27 +100) ; (3,00-1) = + 42,3°. 


Eine Probe wurde mit der zur Freisetzung der Hexosephosphorsiiure 
nitigen Menge H,SO, versetzt (15,0 mg Substanz, 1,39 cem n/20-H,SO, auf 
seem) und auf 100° erwirmt. Probeentnahme nach 20, 40, 60 Minuten. 


Gesamtphosphor in 1,5 cem Lésung . 0,024 mg 


k 
Anorganischer { nach 20’. ..... 0,086 mg 0,00665 
Phosphor in ee et ee 0,101 mg 0,00142 
1,5 ecm Re be 0,111 mg 0,00100 


Zur priparativen Abspaltung der leicht hydrolysierbaren Komponente 
wurde das Ba-Salz (300 mg) nach dem Freisetzen der Hexosephosphorsiiure 
(mit 13,9 cem n/20-H,SO,) 1 Stunde bei 100° erwiirmt. Nach dem Aus- 
neutralisieren mit Ba(OH), auf py 8,5, Abzentrifugieren des BaSO,, Einengen 
und Fallen mit Alkohol wurde die Hydrolysengeschwindigkeit des schwer 
hydrolysierbaren Anteils bestimmt: 


Gesamtphosphor in 1,5 cem Lésung . 0,344 mg 


k 
f ae 0,012 mg 0,00080 
Anorganischer | an 0,023 mg | 0,00073 
Phosphor in i ee wee. 0,032 mg 0,00062 
ny gene | op Me ee: 0,040 mg | 0,00056 
AE 0,048 mg 0,00058 





Zur Gewinnung der reinsten Priiparate wurde die Hydrolyse des Roh- 
salzes auf 2 Stunden ausgedehnt. 

Analyse des durch Hydrolyse gereinigten Ba-Salzes (getrocknet bei 
80° i, Hoehy.). 

5,253 mg Subst.: 3,463 mg CO,, 1,413 mg H,O. — 11,122 mg Subst.: 
6,521 mg BaSQ,. 

C,H,,0,PBa (395,36) Ber. C 1823 H 2,80  P 7,85 Ba 34,80 
Gef. ,, 17,98 5 3,01 » 7,65 » 34,50 
Spezifische Drehung des Ba-Salzes in Wasser: 
[o}2? = (+ 0,12°+100): (0,474-1) = + 25,3°. 

Die Titrationskurve wurde mit einer 1,2-10~*-molaren Lésung der 
freien Siure, die aus dem Ba-Salz mit der diquivalenten Menge Schwefel- 
siure bereitet war, aufgenommen. Titrationslauge n/25-KOH. Zur Ermitt- 
lung der Dissoziationskonstanten vgl. O. Meyerhof und I. Suranyi’). Der 
Pr, -Wert 1,0 fiir die erste Dissoziationsstufe ist wegen der erheblichen Aus- 


wirkung von MeBfehlern in diesem Gebiet nur ein angeniherter, lg = 6,10. 





”) Biochem. Z. 178, 427 (1926). 
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3. Guanidinphosphorsaures Calcium. 5 g Guanidincarbonat werde; 
in wenig Wasser gelést. Unter Eiskiihlung und stindigem Schiitteln werde 
59 eem 17 n-NaOH (18 Mol) und 15 eem POCI, (3 Mol) abwechselnd portions. 
weise zugegeben. Nach der Phosphorylierung 14Bt man 20 Minuten unte; 
Kiihlung stehen. Das ausgeschiedene Natriumphosphat wird abgesaugt und 
oberflichlich mit eiskaltem Wasser ausgewaschen. Nach dem Neutralisierey 
des Filtrats mit HCl gegen Phenolphthalein wird in einer Probe desselbep 
die Menge des vorhandenen anorganischen Phosphates colorimetrisch be. 
stimmt. Mit etwas mehr als der berechneten Menge MgCl, wird dasselbe 
unter NH,-Zusatz fast véllig als krystallisiertes Magnesiumammoniumphosphat 
zur Abscheidung gebracht. Nach dem Verdiinnen auf 11/, Liter wird dure) 
Zugabe von wenig CaCl,-Liésung der ganze Rest als Ca-Phosphat ausgefillt 
und durch Zentrifugieren entfernt. Man engt die schwach phenolphthalein- 
alkalische Liésung nach Zusatz von weiteren 60 g krystallisiertem CaCl, im 
Vakuum bei 25° unter CO,-Ausschlu8 auf etwa 80 cem ein, ohne Riicksicht 
auf Ausscheidungen und versetzt langsam und unter Kiihlung mit 2 Vol, 
Alkohol. Der Niederschlag wird abzentrifugiert, mit etwa 50 cem Wasser 
zur méglichsten Lésung von ausgeschiedenem Kochsalz angeschlimmt, wit 
dem doppelten Alkoholvolumen versetzt und neuerdings zentrifugiert. Dieser 
Vorgang wird einige Male wiederholt, bis der Riickstand negative Cl’-Probe 
gibt. Der Riickstand wird im Exsiceator getrocknet: etwa 6 g carbonat- 
haltiges Rohsalz. 

Das Salz wird in etwa 1'/, Liter Wasser gelést, die Reaktion der 
Lésung soll schwach phenolphthaleinalkalisch sein. Nach dem Filtrieren 
bringt man durch Zusatz von Salzsiure das px auf etwa 7,5 und engt im 
Vakuum bei Zimmertemperatur bis zur reichlichen Ausscheidung des in 
kleinen Drusen krystallisierenden Ca-Salzes der Guanidinphosphorsiure ein. 
Aus der Mutterlauge ist durch Fillung mit 2 Vol. Alkohol eine weitere Menge 
zu gewinnen, Gesamtausbeute etwa 4 g = 40°). 

Die Analyse eines i. Hochy. getrockneten Priiparates ergab folgende 
Werte: 

4,080, 4,505 mg Subst.: 1,020, 1,150 mg CO,, 1,420, 1,470 mg H,0. — 
5,710 mg Subst.: 6,82 cem n/70-HCl. — 9,022 mg Subst.: 6,925 mg CaS0O,. 

CH,0,N,PCa (177,15) 
Ber. C 6,75 H 2,26 N 23,72 P 17,52 Ca 22,60 
Gef. ,, 6,81, 6,96 », 3,89, 3,65 1) 23,92 » 17,78 » 22,61. 

Die Titrationskurve wurde mit einer 0,1625-molaren Lésung des Na- 
Salzes aufgenommen, die durch Umsetzung des Ca-Salzes mit Na-Oxalat 
gewonnen worden war. Titrationssiure n/2-HCl, Titrationslauge n/2-KOH. 
Die erste Dissoziationsstufe liegt so weit im sauren Gebiet, da8 eine Messung 
nicht méglich war, Py, = 4,15. Zur Berechnung vgl. FuBnote 7, 8. 179. 


Die Spaltangsgeschwindigkeit der Guanidinphosphorsiiure wurde wie 
bei Zeile und Fawaz') angegeben, durch Bestimmung des als Ca-Phosphat 
abgetrennten anorganischen Phosphors ermittelt; k = 7-10~°. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die 
Unterstiitzung der Arbeit, sowie der Alexander v. Humboldt-Stiftung 
fiir die Gewiihrung eines Stipendiums. Ferner danken wir Frl. G. Gnant 
fiir ihre geschickte Mithilfe. 
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osphat Mit 1 Figur im Text 
durch SOS RATS 
gefillt ; i 
halein. (Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Gédttingen) 
Cl, im q (Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1940) 
eksicht sini 
2 Vol. sh 
Nasser Bei der Charakterisierung der aktiven Gruppe der Katalase 
a mit 7% als Himin hatte die Feststellung iiberrascht, daB das Hamineisen 
ese B® nicht zur 2wertigen Stufe reduzierbar ist’); bei Zugabe von Na- 
-Probe 
bonat. (@ Hydrosulfit, das Haminderivate durchweg unter Verinderung des 


Spektraltyps zu Hamderivaten reduziert, ist keine Anderung des 
n der Absorptionsspektrums der Katalase wahrnehmbar. Diese Fest- 
“ym stellung ist mehrfach bestitigt worden*%), ebenso wie auch von 
ioe te anderer Seite Versuche zur direkten Reduktion der Katalase unter 
e ein. verschiedenen Bedingungen ohne Erfolg unternommen worden 
lenge sind * ), 


Nachdem wir uns nochmals iiberzeugt hatten, daB auch 


_ katalytisch erregter Wasserstoff das Ferment nicht zu reduzieren 
0. . | vermag — wahrend z. B. mit Palladium oder Platinoxyd als 
aS0,. Katalysator Cytochrom c momentan reduziert wird — versuchten 

wir die Reduktion auf biochemischem Wege. Eine Reduktion 
60 durch Trockenhefesuspension, die, wie bekannt, Methylenblau oder 
61. 9% Cytochrom c sehr rasch reduziert, tritt nicht ein, ebensowenig 
3 Na- durch stark girende Frischhefe. Dies kénnte seinen Grund darin 


xalat TH haben, daB die Katalysatorsysteme der Hefe- und Leberzelle nicht 
aufeinander abgestimmt sind. Um zu sehen, ob das vollstandige 
Enzymsystem der Leber selbst eine Reduktion durchzufiihren ver- 
mag, wurde die friiher beschriebene Isolierung der Leberkatalase’) 
sphat nach anaerober Selbstreduktion des Gewebes unter Sauerstoffaus- 

schluB vorgenommen. Die Einleitung der Gewebereduktion und 
ici die Herstellung anaerober Bedingungen durch Hydrosulfitzusatz 


on ) K. Zeile u. H. Hellstrom, Diese Z. 102, 171 (1930). 
a *) D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. roy. Soc., Lond. B 121, 173 (1936). 
5) K. G. Stern, J. gen. Physiol. (Am.) 20, 631 (1937). 
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erwies sich nicht als zweckmiibig, da bei Zugabe von ausgepufferte; 
Na-Hydrosulfitlésung (p,, 7) zum Gewebe Bildung von Schwefel. 
wasserstoff und das Auftreten einer tiefen graublauen Farbun 
festgestellt wurde, die jede Beobachtung auBerordentlich erschwerte. 
Andererseits bietet die streng anaerobe Isolierung von Katalase 
erhebliche experimentelle Schwierigkeiten, da mehrfaches Zentri- 
fugieren und Umfiillen im Laufe des Arbeitsganges ndtig ist. 
In besonders konstruierten GefiBen von etwa 200 ccm Inhalt, 
die Zentrifugieren und Unmfiillen unter SauerstoffausschluB er. 
lauben, wurde jeweils eine Mischung aus 50 g zerkleinerter Pferde. 
leber und 50 g Wasser 1 Stunde lang der Selbstreduktion ier. 
lassen, nachdem vorher der GefaifSinhalt durch Durchleiten sauer- 
stofffreien Stickstoffs (Kautsky-Turm) unter Schiitteln sauerstof- 
frei gemacht worden war. Es wurde zentrifugiert und in der 
iiberstehenden Fliissigkeit durch Zugabe von 25 ccm Alkohol, 
der vorher mit Platinoxyd und Wasserstoff geschiittelt worden 
war, unter Stickstoffspiilung die erste Kiweibfallung vorgenommen. 
Nach abermaligem Zentrifugieren wurde die tiberstehende Fliissig- 
keit unter Stickstoffspiilung in ein zweites gleichgeformtes Gefib 
gedriickt, wo durch Zugabe einer Chloroform—Alkoholmischung 
und Schiitteln die Ausfillung des Hamoglobins vorgenommen 
wurde. Die Mischung bestand aus 5 ccm Chloroform, das vorher 
mit einer phosphatgepufferten Na-Hydrosulfitlésung, dann mehr- 
fach mit Wasser ausgeschiittelt und schlieBlich unter Stickstoff 
ausgekocht war, und 5 ccm Alkohol, der wie oben angegeben, 
vorbehandelt war. Die nach dem Abzentrifugieren des Himo- 
globins erhaltene Katalaselésung zeigte in etwa 5 cm dicker 
Schicht (direkt im sauerstofffreien ZentrifugiergefiB beobachtet) 
ein schwaches normales Fermentspektrum. Hs ist also zumindest 
ein Teil der Katalase noch in oxydierter Form vorhanden. Exakte 
optische Messungen zum quantitativen Vergleich der Ergebnisse 
der aeroben und anaeroben Katalasegewinnung sind sehr erschwert 
durch geringe Triibungen, die sich bei der experimentell beengten 
anaeroben Aufarbeitung bis jetzt nicht haben vermeiden lassen. 
Wir wollen deshalb hieraus keinen Schlu8 ziehen, in welchem 
Umfang unter anaeroben Bedingungen das Enzym in einem redt- 
zierten Zustand im Zellmaterial auftritt. Eine Entscheidung wiirde 
einen bedeutenden experimentellen Mehraufwand erfordern, der 
uns, solange noch andere Wege offen sind, nicht lohnend erschiet. 
Da nach den Beobachtungen am Lebergewebe bei Gegenwart 
von Hydrosulfit die H,S-Verbindung der Katalase vorliegt, wurde 
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das Verhalten der H,S-Verbindung gereinigter Katalase gegen 
Na-Hydrosulfit untersucht. Dabei ergab sich, daB sich iiber die 
H,S-Verbindung des Ferments das Eisen in der Tat zur Ferro- 
stufe reduzieren laBt. 

Wie bereits friiher gefunden wurde’), bildet sich beim EKin- 
leiten von H,S in eine Katalaselésung die dissoziierende H,S- 
Verbindung des Ferments, kenntlich am Absorptionsspektrum: 


I. 640; IL. 580 mit Nachschatten bis 540 mu. 
Bei der Entfernung des Schwefelwasserstoffs, z. B. durch Aus- 


' blasen, wird das freie Ferment regeneriert, es tritt das reine Fer- 


mentspektrum auf. Wir fanden, daB diese Regenerierung auch 
unter strengem SauerstoffausschluB eintritt. Da somit die Még- 
lichkeit einer Oxydation beim Ubergang der H,S-Verbindung in 














awoumge €- 70°) 





1700 8 60 0 20 600 8 60 40 20 500mu 


Absorptionsspektrum der ich I. Oxydierte, II. reduzierte Stufe 
Molarer Extinktionskoeffizient «= 2 : - log 2 

das freie Ferment ausgeschlossen ist, mu8 auch in der H,S-Ver- 
bindung das Eisen in der gleichen Oxydationsstufe wie im freien 
Ferment, namlich in der 3wertigen, vorliegen. Gibt man nun zu 
einer Lisung der H,S-Katalase etwas Na-Hydrosulfit*) und treibt 
im indifferenten Gasstrom unter Sauerstoffausschlu8 den Schwefel- 
wasserstoff aus, so tritt das urspriingliche Fermentspektrum nicht 
auf. Das Spektrum einer solchen Liésung ist in der Figur wieder- 





4) Die Lésungen waren mit m/10-Phosphatpuffer auf px 6,7 ausgepuffert. 
Bei héherem py wurde manchmal eine Dunkelfirbung beobachtet. 
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gegeben (II), zum Vergleich ist das Spektrum einer gleich konzep. 
trierten Lésung des unbehandelten Ferments (I) mit aufgenommen, 
Man ersieht aus der Absorptionskurve, wie auch bei der direktey 
spektroskopischen Beobachtung der reduzierten Liésung das Fehlep 
der charakteristischen ersten Absorptionsbande des normalen Fer. 
mentspektrums bei 629 mu. 


Die Messungen erfolgten im Spektralphotometer nach Kénig. 
Martens. Die Bestimmung der Konzentration des Katalaseeisens 
geschah nach der friiher') angegebenen Methode ebenfalls mit 
dem Photometer. 


Unterwirft man die reduzierte Lésung durch Schiitteln der 
Luftoxydation, so tritt allmahlich das bekannte Spektrum der 
Katalase wieder hervor. Dieses Experiment: Erzeugung der H,S. 
Verbindung des Ferments, Reduktion mit Na-Hydrosulfit, Ent- 
fernung des Schwefelwasserstoffs unter LuftausschluB und Regene- 
rierung der Katalase durch Luftoxydation l4Bt sich mehrmals 
wiederholen. Es kann nur so gedeutet werden, daB die Phase, 
die das in der Figur wiedergegebene Absorptionsspektrum zeigt, 
einer reduzierten Stufe der Katalase entspricht. 


Offen bleibt zunichst, ob im reduzierten Zustand noch H,§ 
gebunden ist, oder ob die reduzierte Form der freien Katalase 
selbst vorliegt. In anderer Form gestellt wiirde die Frage be- 
deuten, ob im reduzierten Zustand die Affinitaét der Katalase zum 
Schwefelwasserstoff wesentlich gréBer ist als im oxydierten. Ks 
wurde beobachtet, daB auch H,S-Konzentrationen, die nach 
spektroskopischer Kontrolle noch nicht zur vélligen Ausbildung 
der dissoziierenden H,S-Verbindung der oxydierten Katalase aus- 
reichen, geniigen, um bei Gegenwart von Na-Hydrosulfit die 
Bildung der reduzierten Stufe einzuleiten. In Katalaselésungen, die 
so viel Schwefelwasserstoff enthalten, daB eben ein Ubergang des 
Fermentspektrums in das der H,S-Verbindung wahrnehmbar wird, 
verschwindet nach Zusatz von Hydrosulfit allmahlich im Laufe 
einiger Minuten die Absorption des Ferments bei 629 mp, wobei 
sich das wenig charakteristische Absorptionsspektrum der redu- 
zierten Form ausbildet. Der Vorgang erklart sich so, daB aus 
dem Dissoziationsgleichgewicht der Katalase-H,S-Verbindung diese 
Verbindung, wenn sie auch nur in geringer Menge vorhanden ist, 
durch Reduktion entfernt wird, und bis zum Verbrauch der 
oxydierten Katalase aus dem Gleichgewicht fiir die Reduktion 
nachgeliefert wird. Ware die reduzierte Form der Katalase eine 
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H,S-Verbindung, so miiBte nach diesen Beobachtungen die Affinitat 
des Schwefelwasserstofis gréBer sein als in der oxydierten Stufe; 
daB sie sogar sehr viel gréBer sein miiBte, beispielsweise auch 
noch erheblich gréBer als die der Blausiure in der Katalase- 
HCN-Verbindung, die bekanntlich die Ursache einer der empfind- 
lichsten reversiblen Vergiftungsreaktionen an Enzymen ist, miiBte 
aus der Bestindigkeit der reduzierten Stufe bei der Behandlung 


'im indifferenten Gasstrom gefolgert werden, denn im Gegensatz 
S hierzu wird bei derselben Behandlung die Blausiure aus ihrer 


Verbindung mit dem Ferment ohne weiteres entfernt. Es ist un- 
wahrscheinlich, daB der Schwefelwasserstoff als gasférmige Kom- 
ponente im Gegensatz zu den bisher bekannten Fallen [Methimo- 
globin-5), Peroxydase-°) und Katalase-(Fe™) ')-H,S-Verbindung] 
eine praktisch nicht dissoziierende Verbindung mit einem Himin- 
derivat eingeht. Wir halten es deshalb fiir wahrscheinlicher, 
daB die beobachtete reduzierte Stufe der Katalase keine H,S-Ver- 
bindung, sondern das reduzierte Ferment selbst ist. 


Wir stellten fest, daB. der Schwefelwasserstoff nicht durch 


Cystein oder Glutathion zu ersetzen ist; diese Substanzen gehen 
auch, wie es spektroskopisch zu kontrollieren ist, keine Verbindung 


‘mit dem Katalaseeisen ein. Indessen fanden wir, daB sich die- 


selben Spektralerscheinungen, die man bei der Reduktion in 


| Gegenwart von H,S wahrnimmt, auch bei der Reduktion des 


Katalasefermentes, das sich im Kontakt mit ausgewaschenem 
Lebergewebe befindet, hervorrufen lassen. Wegen unvermeidlicher 
Tribungen haben wir von der Aufnahme eines quantitativen 
Absorptionsspektrums abgesehen und uns auf die vergleichende 
spektroskopische Beobachtung beschrankt, die einige Minuten nach 
dem Zusammenbringen von Katalaselésung (Kat.f. etwa 35000), 
grob zerkleinertem Lebergewebe und etwas Na-Hydrosulfit unter 
anaeroben Bedingungen ein Verschwinden des Fermentspektrums 
anzeigt. Beim Schiitteln mit Luft kehrt nach einiger Zeit das 
normale Fermentspektrum wieder. Es liegt nahe, diesen Effekt 
auf die fermentative Vermittlung des Gewebes durch geeignete 


| Sulfhydrylgruppen zuriickzufithren, zumal wir nach dem griind- 


lichen Auswaschen des Lebergewebes mit verdiinnter Hydrosulfit- 
lésung keinen Schwefelwasserstoff nachweisen konnten; auch ist 


der Effekt durch kurzes Erhitzen des Lebergewebes auf 100° 





’) D. Keilin, Proc. roy. Soc., Lond. B 113, 393 (1933). 
*) D. Keilin u. T. Mann, Proe. roy. Soc., Lond. B 122, 119 (1937). 











186 Zeile, Fawaz und Ellis, Uber die Reduktion der Katalase 


oder durch Alterung des Gewebes (2 tagiges Aufbewahren auf Kis) 
zum Verschwinden zu bringen. Es ist aber nicht auszuschlieBen, 
daB nicht nachzuweisende Mengen von H,S die Reduktion avs. 
lésen; unphysiologisch ist ferner die bis jetzt noch nicht zu un. 
gehende Anwendung des Hydrosulfits. 

Abgesehen davon erscheint uns die Tatsache, daB es grund- 
sitzlich méglich ist, das Katalaseeisen mit Hilfe eines SH-Systems 
zu reduzieren, von einiger Bedeutung. Sollte es sich ergeben, 
daB ein analoger Vorgang auch in der Zelle stattfindet, was be. 
deuten wiirde, daB die Katalase, wie bei den beschriebenen Ver- 
suchen mit H,S, die Komponente eines Redox-Systems ist, dann 
wire man sicher der Aufdeckung der immer noch ungeklirten 
Bedeutung des Ferments betriichtlich niher gekommen. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fir 
die Unterstiitzung der Arbeit und der Alexander v. Humboldt- 
Stiftung fir die Gewahrung eines Stipendiums. 
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Uber die gebundene Ascorbinsdure tierischer Gewebe 
Von 


Peter Holtz 
Unter Mitarbeit von Hedwig Walter 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitit Rostock) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Januar 1940) 


Die Forschung der letzten Jahre hat fiir mehrere Wirkstoffe 


gezeigt, daB sie nicht nur in freiem Zustande im Organismus 


vorkommen und wirken, sondern auch als Bestandteile kompli- 
zierterer biologischer Systeme auftreten und dann oft ganz anders- 
artige physiologische Wirkungen erméglichen kénnen als sie selbst, 
in freier Form, auszuiiben vermégen. Bei manchen dieser Wirk- 
stoffe scheint der gebundene Anteil ihres Vorkommens im 
Organismus sogar gréBer zu sein als der Anteil der freien Form. 
Das trifft z. B. fir das Lactoflavin zu, das sich wohl nur im Auge 
als freies Flavin findet, sonst aber fast ausschlieBlich an Phosphor- 
siure und KiweiB gebunden in den verschiedenen Organen vor- 
kommt und als gelbes Atmungsferment seine wichtigste Funktion 


ferfillt, Auch fir das Vitamin B,, das antineuritische Vitamin, 


wissen wir seit einigen Jahren, daB es, wiederum unter Bindung 


| an Phosphorsiure und HiweiB, ein Ferment bilden hilft, die Cocarb- 


oxylase, und zum groBen Teil in dieser gebundenen Form im 
Gewebe enthalten ist. 

Der biologische Sinn dieser Bindungen an Eiweif ist die 
Bildung von Substanzen mit neuen Kigenschaften und andersartigen, 
spezifischen Funktionen. So ist es verstindlich, daB nicht jeder 
KiweiBkérper schlechthin als Trager der kleinmolekularen Wirk- 


| stofigruppe dienen kann, sondern hierzu besondere ,,T'ragerproteine“ 


erforderlich sind. 

Verschieden ist die biologische Aufgabe, welche die Bindung 
anderer Wirkstoffe im Gewebe erfillt. Das Freiwerden von Adre- 
nalin im chromaffinen System und von Acetylcholin an den cholin- 
ergischen Nervenendigungen setzt das Vorhandensein eines Vor- 
rates an gebundenem Adrenalin und Acetylcholin voraus. Uber 
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die Art dieser Bindung wissen wir nichts Sicheres. Die Méglich- 
keit jedoch, z. B. aus Gehirngewebe durch Extraktion mit salz. 
saurem Alkohol oder durch Einwirkenlassen von Ather oder 
Chloroform héhere Ausbeuten an Acetylcholin zu erhalten als be; 
Verwendung waBriger Lésungsmittel laBt eine Bindung an Lipoide 
vermuten'), Der Sinn dieser Bindungen ist vermutlich die Schaf. 
fung eines Reservoirs an biologisch inaktiver, dem Angriff zer- 
stérender Krafte entzogener Substanz, aus welchem durch Lisung 
der Bindung dem Bedarf entsprechend die freie aktive Form zur 
Verfiigung gestellt werden kann. Ahnliches gilt wohl fiir das 
Histamin und fiir andere ,Gewebshormone“, die bei manchen Tier- 
arten in Lunge oder Leber und Milz und in anderen Organen 
in pharmakologisch unwirksamer Form, an Gewebsbestandteile ge- 
bunden, vorkommen und bei gewissen biologischen Beanspruchungen, 
wie z.B. bei der reaktiven Hyperimie oder im anaphylaktischen 
Schock in Freiheit gesetzt und wirksam werden kénnen. 

Der Versuch, die Ascorbinsiure der einen oder der anderen 
dieser beiden Gruppen zuzuordnen, kann sich auf folgende, bisher 
vorliegende Untersuchungen stiitzen. — Fermentartige Wirkungen 
der Ascorbinséure sind von verschiedenen Forschern beschrieben 
worden. Kraut und v. Pantschenko-Jurewicz’) stellten vor 
mehreren Jahren aus Leber Esterasepriparate her, aus denen sich 
durch Dialyse ein unwirksames Apo-enzym gewinnen lieB. Dieses 
konnte durch Ascorbinséure zum wirksamen Ferment erginzt 
werden. Die Aktivierung erfolgte in steigendem Mafe mit zu- 
nehmender Einwirkungszeit. Die hierzu erforderlichen Ascorbin- 
siuremengen waren zwar um ein Vielfaches gréBer als diejenigen, 
die ihrer Reduktionskraft entsprechend Bestandteile der Holo- 
esterase sein muBten. Dieses Mifverhiltnis im Quantitativen 
findet jedoch, wie die Autoren vermuten, seine Erklarung darin, 
daB der Koppelung der Ascorbinsinre an das FermenteiweiB eine 
Veresterung, vielleicht mit Phosphorsiure, vorangehen muf und 
daB hierzu in vitro ein hohes Angebot erforderlich ist. 

Eine andere fermentihnliche Wirkung der Ascorbinsiure 
wurde von Holtz und Triem‘) beobachtet. Unter bestimmten 





1) O. Loewi, Naturw. 26, 461 (1937); Pfliigers Arch. 239, 430 (1938); 
P.J.G. Mann, M. Tennenbaum u. J. H. Quastel, Nature (London) 141, 
374 (1938); Biochemic. J. 32, 243 (1938); 33, 822 (1939). 

*) Biochem. Z. 276, 114 (1935). 

8) Diese Z. 248, 5 (1937); 250, 87 (1937); vgl. auch S, Edlbacher 
u. v. Segesser, Biochem. Z. 290, 370 (1937). 
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Versuchsbedingungen vermag Ascorbinséure Histidin unter Ring- 
sprengung abzubauen, wobei der Abbaumechanismus weitgehend 
mit demjenigen iibereinstimmt, welcher der Wirkung der Histidase, 
des histidinabbauenden Fermentes der Leber, zugrunde liegt. 

Bis jetzt gibt es allerdings noch keine experimentellen Belege 
dafiir, daB die Ascorbinsiure Bestandteil der Leberhistidase ist. — 
Andererseits haben Untersuchungen von Felix und Mager‘) vor 
kurzem gezeigt, daB sie schon mit einfach gebauten KiweiBkérpern 
leicht Bindungen eingehen kann. Bei der Kinwirkung von Ascorbin- 
siure auf Clupein, das Protamin des Heringsspermas, vereinigen 
sich die beiden Substanzen in stéchiometrischem Verhiltnis; es 
entsteht ein Clupein-ascorbinat, das auf 1 Molekil Clupein 
10 Molekiile Ascorbinsiure enthalt und eine wenigstens angedeutete 
Esterasewirkung besitzt. 


Diese Untersuchungsergebnisse lassen es somit als méglich 
erscheinen, daB die Ascorbinsiure auch im Organismus unter 
Bindung an spezifische Kiweibkérper am Aufbau bestimmter 
Fermente in ahnlicher Weise beteiligt ist, wie das fiir das Lacto- 
flavin und das antineuritische Vitamin zutrifft. 

Im Gegensatz zu diesen beiden Wirkstoffen und zu den 
meisten anderen Vitaminen, die dem Organismus zur Aufrecht- 
erhaltung seiner normalen Funktionen nur in verschwindend ge- 
ringen Mengen zugefiihrt zu werden brauchen, liegen die hierzu 
erforderlichen Vitamin C-Mengen weit héher. Die Mengenverhilt- 
nisseé unterscheiden sich gréBenordnungsmaBig. Hinzu kommt, 
daB gerade das Vitamin C gegen duBere LEinfliisse, z.B. gegen 
Sauerstoff sehr empfindlich ist und leicht irreversible Verinde- 
rungen eingeht, die zu einem Verlust seiner physiologischen Wirk- 
samkeit fiihren. — So wire es zweckmiéBbig, wenn in Abnlicher 
Weise, wie das fir andere, zerstérenden Kinflissen leicht zuging- 
liche Wirkstoffe, z.B. das Adrenalin, das Histamin oder Acetyl- 
cholin zuzutreffen scheint, auch das Vitamin C eine jedem direkten 
Angriff entzogene, stabile Form, eine Art Depotform bilden 
wirde, die dem Organismus die nétigen Reserven zur Bestreitung 
seiner Bediirfnisse sichert. Auf diese Méglichkeit weist eine Arbeit 
von McHenry und Graham®) hin, indem sie Belege dafir 
erbringt, daB pflanzliche Gewebe die Ascorbinsiure in mehr 





*) Diese Z. 249, 126 (1937). 
*) Biochemie. J. 29, 2013 (1935); Reedmann u. Me Henry, 32, 85 
(1938), 
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oder weniger groBem Umfang in gebundener Form enthalten, — 
Die Versuchsergebnisse dieser Autoren wurden allerdings yoy 


anderer Seite nicht bestitigt®). 
In der vorliegenden Arbeit zeigen wir, daB die Ascorbinsijure 


tierischer Gewebe nicht nur in freier, sondern zu einem be. 
trichtlichen Anteil auch in gebundener Form vorliegt, aus der 
sie durch Hydrolyse in Freiheit gesetzt werden kann. Das Ver. 
halten der gebundenen Ascorbinsiiure macht es wahrscheinlich, 
daB sie die Reserveform des Vitamins ist. 7 


Versuchsergebnisse 
Methodik 


Die Ascorbinsiure wurde nach der Methode von Martini und Bon- 
signore, der spezifischsten Titrationsmethode, bestimmt: Titration mit 
Methylenblau 1:10000 bei saurer Reaktion unter Pufferung mit Citrat- 
Bicarbonatgemisch (30 g neutrales Natriumcitrat +8 g Natriumbicarbonat auf 
200 cem aqu. dest.) und Zusatz von 5°/,igem Natriumthiosulfat. Die Reduktion 
des Farbstoffs erfolgt im Lichtkegel einer 500 Watt-Nitraphotlampe. 

Die EnteiweiBung des Gewebes geschieht durch Zerreiben im Mérser 
mit 5°/,iger Sulfosalicylséure oder 8°/,iger Trichloressigsiaure, die 
in manchen Versuchen 1 mg Cystein pro cem enthilt, um _ irreversible 
Oxydationen einzuschrinken. 

Ausfiihrung der Versuche. Bestimmung der freien Ascorbinsaure. 
2g Gewebe werden mit Quarzsand unter Zusatz von Sulfosalicylsiure bzw. 
Trichloressigsiiure im Mo6rser verrieben. Der Gewebebrei wird quantitativ 
in einen MeBzylinder iiberfiihrt und mit dem EnteiweiBungsmittel anf 20 cem 
aufgefiillt. Die durch scharfes Zentrifugieren bei 4000 Umdrehungen er- 
haltene klare iiberstehende Lésung wird filtriert und zur Titration benutzt. — 
Reduzierte Ascorbinsaure. Zu 5 cem Filtrat werden 2 cem Citrat-Bicar- 
bonatpuffer und 1 cem Natriumthiosulfat gegeben. Aus einer Mikrobiirette 
(2 cem) wird solange Methylenblau zugesetzt und belichtet, bis Farbgleich- 
heit mit einer Standardlésung erreicht ist, die auf 5 cem Sulfosalicylsiure 
bzw. Trichloressigsiiure 2 cem Citrat-Bicarbonat, 1 ecm Thiosulfalt und 
0,2 cem Methylenblau enthialt. Die gefundenen Werte, von denen 0,2 cem in 
Abzug gebracht wird, werden fiir 100 g Gewebe umgerechnet und in Milli 
grammprozent ausgedriickt. 1 ccm Methylenblau 1:10000 entspricht 0,047 mg 
Ascorbinsiure. — Reversibel oxydierte Ascorbinsaure (Dehydro -Ascor- 
binsaure). Der nicht zur Titration benutzte Rest des Filtrats wird mit 
Schwefelwasserstoff gesittigt und bleibt in verschlossenem Gefai8 1 Stunde 
lang bei Zimmertemperatur unter H,S-Einwirkung. Vor der Titration wird 
der Schwefelwasserstoff durch Kohlensiure vertrieben. Die Titrationswerte 
entsprechen der in der Lésung enthaltenen Gesamtascorbinsiure = Ascorbit- 


siure + Dehydro-Ascorbinsaure. 


Bestimmung der gebundenen Ascorbinsdéure. — a) Im Eiweil- 
niederschlag. Der auszentrifugierte Sulfosalicylsiure- oder Trichloressig- 





6) A. Fujita u. T. Ebihara, Biochem. Z. 301, 229 (1939). 











nn — 
von 


dure 
1 be- 
3 der 
Ver- 


alich, 


Bon- 
n mit 
Jitrat- 
at auf 
iktion 


ldrser 
a, die 
rsible 


aure, 
bzw. 
titativ 
0 eem 
mn er- 
tzt. — 
Bicar- 
iirette 
‘leich- 
Isiiure 
> und 
em in 
Milli- 
47 mg 
LScor: 
d mit 
tunde 
wird 
pwerte 
orbin- 


vy eib- 
essig- 








Uber die gebundene Ascorbinsiure tierischer Gewebe 191 


siureniederschlag wird mit 4 cem n/2-HCl versetzt und 10 Minuten lang in 
Kohlensiureatmosphire im siedenden Wasserbad hydrolysiert. Nach dem 


| Abkiihlen wird mit Sulfosalicyl- bzw. Triehloressigsiiure bis zu einem Ge- 


samtvolumen von 20 ccm aufgefiillt und durch einfaches Filtrieren oder 
vorhergehendes Zentrifugieren ein klares Filtrat fiir die Titration hergestellt. — 
b) Im Gewebe. Hierzu werden 2 Ansitze gemacht. 1. Ansatz: Zur Be- 
stimmung der freien Ascorbinsiure, wie oben beschrieben, 2. Ansatz: 2 ¢ 
Gewebe werden mit der Schere zerkleinert und mit 4 cem n/2-HCl 10 Minuten 
lang bei 100° in CO,-Atmosphiire hydrolysiert. Weiterverarbeitung wie 
Ansatz 1. Die Differenz zwischen den Titrationswerten der beiden Ansitze 
entspricht der gebundenen Ascorbinsiure. — Die Methodik schonenderer 
Verfahren zum Nachweis der gebundenen Ascorbinsiure, wie mehrstiindige 
Siurehydrolyse bei Kérpertemperatur oder fermentative Hydrolyse mit Pep- 
sin oder Papain wird im Text angegeben. — Um in den Versuchen mit 
Siurehydrolyse eine Beeinflussung der Titrationswerte durch die im Extrakt 
enthaltene Salzsiiure auszuschlieBen, wurde mehrfach dem Kontrollansatz 
die zur Hydrolyse benutzte Siuremenge nachtriiglich, d.h. nach der Ent- 
eiweiBung zugesetzt. 


Freie und gebundene Ascorbinséure des Gewebes 
1. Hydrolyse des EiweiBniederschlags mit Salzsiure 


Als freie Ascorbinsiure bezeichnen wir die Substanz, die 
nach der EnteiweiBung des Gewebes im eiweiBfreien Filtrat 
Methylenblau in der Versuchsanordnung nach Martini und Bon- 
signore direkt entfarbt oder nach Behandlung mit Schwefel- 
wasserstoft diese Kigenschaft gewinnt. Im ersteren Fall liegt die 
Ascorbinséure in der reduzierten, im letzteren als Dehydro- 
Ascorbinséure in der reversibel oxydierten Form vor. — Als 
gebunden gilt die Ascorbinsiure, die bei der iiblichen Ent- 
eilweiBung mit Trichloressigsiiure oder Sulfosalicylsiure nicht ins 
Filtrat tibergeht, sondern im KiweiBniederschlag festgehalten wird, 
derart, daB sie durch einfaches Auswaschen bzw. Verreiben des 
Niederschlags mit der Lisung des EnteiweiBungsmittels nicht in 
Freiheit. gesetzt werden kann, vielmehr erst nach Hydrolyse des 
KiweiBniederschlags in die freie Form iibergeht. 

Kinige Versuche mit Organen verschiedener Tierarten sind 
in der Tab. 1 wiedergegeben. In diesen Versuchen wurde nach 
der EnteiweiBung des Gewebes mit Sulfosalicylsiure der durch 
scharfes Zentrifugieren erhaltene Niederschlag 10 Minuten lang mit 
n/2-HCl in Kohlensiureatmosphire bei 100° hydrolysiert und 
dann wie das urspriingliche Gewebe zur Bestimmung der Ascor- 
binsiure weiterbehandelt. 

In allen untersuchten Organen lassen sich auf diese Weise 
betriichtliche Mengen gebundener Ascorbinsiure nachweisen. Das 
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Tabelle 1 


Freie und gebundene Ascorbinsiure in Kaninchen-, Katzen., 
Rinder- und Schweineorganen 


Freie Ascorbinsiure: Bestimmung im eiweiffreien Gewebsfiltrat 
(Sulfosalicylsiure) 


Gebundene Ascorbinsa&ure: Bestimmung im EiweiBniederschlag nac) 
Hydrolyse mit n/2-HCl bei 100° in CO,-Atmosphire 





| 






































mg-°/, freie mg-°/ oe 
: Ascorbin- gebundene i 3 
| siiure Ascorbinsiure = E é 
= ok Bz 
Zi $46 $43 [53508 
ia Gewebeart (2g) | ¢ ° Es i ho Eg Ps bn 3 bo 
2 SE\Se.8] 32 Ames [| Ay +s 
mn Salton 55 ois Bog 
2 e"|sQs| = * SAS zo 
iS Sea “eta, “ at< 5 & 
a Sn —- menor = ome = —T ~ omen ter = 
1 | Kaninchenniere. . . | 9,68) 10,34 ll | 6,77 17,11 
2 | Kaninchenleber. . . [24,90; — _ |*) (0,60) 7,52|*)(0,72) 8,67] 33,57 
3 | Kaninchendarm. . . |24,44/ 24,44 3,20 3,98 28,39 
4 | Kaninchenskelett- 
a ee 0,56) 2,35 2,44 2,44 4,79 
5 | Kaninchenherzmuskel | 0,28) 0,38 3,80 4,79 5,17 
6 | Katzenniere ... . | 2,82) 7,05 ; 5,92 12,97 
7 | Katzenleber ... . | 8,93) 12,41 6,11 18,52 
8 | Katzendarm .. . . {15,60} 18,60 6,02 21,62 
9 | Rinderleber . . . . {13,20} 14,60 [**) (1,13) 3,80/**) (4,50) 4,70] 23,80 
10 | Rinderlinse ... . {19,36} 21,48 ~- 7,05 28°48 
11 aj Schweineleber . . . | — | 12,20 11,85 24,05 
llb ” (24 Std. | 
Eisschrank) ...]| — | 9,40 11,30 20,70 
12 a] Schweineleber (3 Std. | 
CO,-Atmosphire) . | — 8,00 —- 10,40 18,40 
12b} Schweineleber (3 Std. | 
Luftatmosphire) . | — | 4,00 a 10,70 14,70 





*) Mit Sulfosalicylsiure ausgewaschen. 
*) Mit aqu. dest. 10 Minuten bei 100° in CO, hydrolysiert. 


gilt vor allem fir Skelett- und Herzmuskel. Der letztere enthilt 
in dem Versuch der Tabelle sogar mehr gebundene als freie 
Ascorbinsiure, — Die Aufarbeitung des Lebergewebes (Versuch 
Nr. 2) ist ein Beispiel fiir Versuche, die an den EKiweiBniederschlag 
nur adsorbierte Ascorbinsiure zu bestimmen. Die adsorbierten 
Mengen betrugen nie mehr als 5°/, und wurden deshalb vernach- 
lissigt, — Aus einem Vergleich der Werte fir Ascorbinsaure und 
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Dehydro-Ascorbinséure geht hervor, daB wie die freie so auch 
die gebundene Ascorbinsiure zu einem mehr oder weniger groBen 
Teil in der reversibel oxydierten Form vorliegt. — Der Versuch 
Nr. 9 zeigt, daB schon durch Erhitzen mit Wasser ein gewisser 
Teil der gebundenen Form frei wird; durch anschlieBende Hydro- 
lyse mit Salzsiure wird dann im vorliegenden Beispiel noch einmal 
die gleiche Menge nachgeliefert. 


In den Versuchen Nr. 11 und 1la wurde das Gewebe des 
gleichen Organs untersucht, im einen Fall frisch, im anderen 
nach 24stiindiger Aufbewahrung im Eisschrank. Die freie Ascor- 
binsiure hat wihrend der Lagerung deutlich abgenommen. Die 
Werte fiir die gebundene Form hingegen sind im frischen und 
im gelagerten Organ fast die gleichen. Die Bindung an EKiweiB 
scheint somit vor irreversibler Oxydation zu schiitzen. — Wir 
haben das in besonderen Versuchen untersucht. 


Je 2g Schweineleber wurde mit der Schere zerkleinert und 
mit 5 com aqu.dest. in etwa 30 ccm fassende Atmungsgefabe der 
Warburgapparatur gebracht. Der eine Ansatz wurde dann in 
Kohlensaéure-, der andere in Luftatmosphire geschiittelt (Versuch 
Nr. 12). Wa&hrend die freie Ascorbinséure durch den Luftsauer- 
stoff zu 50°/, wegoxydiert worden ist, blieb die gebundene Form 
vor der Oxydation geschiitzt. 


Dieses verschiedene Verhalten der beiden Formen deutet auf 
inre verschiedene funktionelle Bedeutung im Organismus hin. 
Die freie Ascorbinséure dient den augenblicklichen Bediirfnissen, 
die gebundene stellt vermutlich das jedem direkten Angriff ent- 
zogene Reservematerial dar. Hierfiir spricht das Ergebnis eines 
Versuches mit Meerschweinchen, von denen ein Teil normal, d.h. 
mit Zulage von Griinfutter ernahrt wurde, ein anderer Teil mehrere 
Tage lang eine Vitamin C-Mangeldiat erhielt. Der Versuch wurde 
mit den Organen von 4 Tieren gemacht, von denen 2 auf Normal- 
kost, die beiden anderen 5 Tage lang auf Mangelkost gehalten 
worden waren. Die Daten der Tab. 2 sind Mittelwerte der Kinzel- 
bestimmungen fir je 2 Tiere. 


Das Ergebnis ist eindeutig, Die mangelnde Zufuhr von 
Vitamin C mit der Nahrung fiihrt schon nach kurzer Zeit zu einer 
Abnahme der freien Ascorbinséure in simtlichen untersuchten 
Organen, besonders deutlich in Darm und Leber. Der Gehalt an 
gebundener Ascorbinsiure hingegen ist nicht nennenswert ver- 
mindert. — Wie sich die Verhialtnisse bei linger dauernder 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 13 
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Mangelernahrung, insbesondere im Stadium des vollentwickelten 
Skorbuts Andern, muB noch untersucht werden. 


Tabelle 2 


Freie und gebundeneAscorbinsiure in Meerschweinchenorganey 


(Einflu8 mangelhafter Vitaminzufuhr) 
































oc ce 


mg-*/ mg-"/, 
freie Ascorbin- gebundene SE ae 
g siure Aseorbinsiure Oroinscure 
Ss a — = Se - m ee ee ee —_ 
A o¢ Sg 
Gewebeart BP ! hy oe. 
| 22 3 »'Ss 2 2 3 o 5.a | Freie + ge- 
Z 68 SS oc 5 RSot bundene 
o 2 SEAS 2 @ 2 'EQ S | Ascorbinsiiure 
et % T4914 -“ = 44 
Normalkost 
5 eee. .....s 4,70 5,83 4,60 7,14 12,97 
2 | Leber 9,40 9,87 6,39 | 7,05 16,92 
31 Darm. ...] 14,57 16,19 2,35 | 6,39 23,68 
4 | Muskel. . . 1,41 2,44 5,83 4,98 7,42 
Mangelkost (5 Tage lang) 
1 | Niere. ...] 3,36 3,68 4,32 | 7,05 10,73 
2 | Leber 1,92 2,63 5,20 6,96 9,59 
33 oem... 2,02 3,20 4,08 ),20 8,40 
4 | Muskel . 0,66 | 1,88 2,16 5,30 7,18 














2. Hydrolyse des Gewebes mit Salzsiaure, 
Pepsin und Papain 


In den folgenden Versuchen haben wir, um die gebundene 
Gewebsascorbinsdure in Freiheit zu setzen und der Bestimmung 
zuginglich zu machen, nicht wie bisher den durch Fiallung er- 
haltenen EiweiBniederschlag, sondern das Gewebe selbst 
hydrolysiert und hierzu neben der Siurehydrolyse die fermentative 
Hydrolyse angewandt (Tab. 3). 

Der Versuch Nr. 1 zeigt in Form eines Bilanzversuchs, dab 
auch durch direkte Séurehydrolyse des Gewebes bei 100° ein Teil 
der gebundenen Ascorbinsiure abgespalten wird. Dieser febli 
dann im Sulfosalicylséure- bzw. Trichloressigsiureniederschlag. — 
Auch mehrstiindige Einwirkung von Salzsaéure bei Kérpertempe- 
ratur setzt mehr oder weniger grofe Mengen gebundener Ascorbin- 
siure in Freiheit. Es gelingt jedoch innerhalb der angewandten 
Versuchszeiten nicht, die gesamte in Bindung gehaltene Menge 
in die freie Form iiberzufiihren. Denn der EiweiBniederschlag 
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Freie und gebundene Ascorbinsiure des Gewebes 


Freie Ascorbinsdure: Bestimmung im eiweibfreien Gewebsfiltrat 


(Trichloressigsiure oder Sulfosalicylsiure) 


Gebundene Ascorbinsiure: 1. Bestimmung im EiweiBniederschlag 
(n/2-HCl, 100°, CO,) oder 2. durch » Vorbehandlung* des Gewebes mit HCl, 
Pepsin, Papain in CO,-Atmosphire 


HCl: 2g Gewebe + 4 cem n/2-, n/4-, n/20-HCl (37° und 100%; 


























Pepsin: 2 g Gewebe + 4 cem n/20-HCI mit 1°/, Pepsin bei 37°; 
Pp 4 Pp 
Papain: 2 g Gewebe + 4 cem m/20-KH,-PO, mit 2°), Cystein 
p & y' 
und 1°/, Papain bei 37°. 
Mey Sa mg-"/, freie | mg-"/, | mg.) 
¢ "Lessin gebundene Gesamt- 
3 siiure Ascorbinsre. Ascorbinsre. 
s Gewebeart Vorbehandlung | 4 | Ef e - | ge &1 Freie und 
: e g 2 Be % = BBs gebundene 
x 5/58 519% )/S3 8] Ascorbin- 
2 Se" 1oR siz" |sA6 i 
. | =, jaeeep: [ape ee 
SEs hehes 9,40! 9,40 10,30 15,04 | 23,44 
| — 5 Min. Hydrolyse: ]10,20' 10,80 | 7,70| 12,80 23,60 
n/10-HCl, 100° | 
= ‘ keine 12,20 11,85 24,05 
| —— | 5 Stdn. Hydrolyse: | 13,201 — | 10,40 23,60 
n/4-HCl, 37° | 
keine 9,20) 12,20 
1'/, Stdn. Hydro- |10,30| 14,00 
| Sch — lyse: n/2-HCl, 37° | 
| niere | n/20-HCl, 37° | 9,30) 11,66 
Pepsin 11,60; 14,40 
15Stdn. Hydrolyse:| 7,05; 7,52 
Kaninchen- KH,-PO,, 37° 
— n/2-HCl, 37° 7,99| 9,59 
IK h l keine 9,20| 10,70 
aninchen- }} 4 §tdn. Hydrolyse: | 9,60| 14,90 
niere = || n/2-HCI, 37° 
Meer- keine 9,87 | 
| catia 8 Std. Hydrol.: KH, | 10,30) 
> €n- 4] .PO,-Cystein, 37° | 
dant | Papain 20 


des hydrolysierten Gewebes enthalt immer noch groBe Mengen 
gebundener Ascorbinsiure (Vers. Nr. 2). — Schwichere Salzsaure- 
konzentrationen wie z. B. n/20-HCl sind unter Bedingungen, unter 


denen n/2-HCl deutliche Wirkungen hervorruft, 


13* 


wirkungslos, 
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werden aber zusammen mit Pepsin wirksam (Vers. Nr. 3). — Bej 
dem schwach sauren p,, des primaren Phosphats wird weniger 
Ascorbinsaure frei als unter der Einwirkung von n/2-Salzsiure 
(Vers. Nr. 4). Abnlich wie im vorhergehenden Versuch mit Pepsin 
1aBt sich hier die Wirkung mit Papain, dem eiweiBabbauenden, 
den tierischen Kathepsinen entsprechenden Ferment mit seinem 
Wirkungsoptimum bei p,, 5, deutlich verstairken (Vers. Nr. 6). 


Die Ergebnisse mit Pepsin und Papain lieBen sich nicht immer reprodu- 
zieren. Das schien besonders dann der Fall zu sein, wenn die Einwirkungs- 
zeiten sehr lang waren, 18—24 Stunden. Unter diesen Versuchsbedingungen 
fand sich in den fermenthaltigen Ansitzen zwar auch mehr Ascorbinsiiure 
als in den fermentfreien Kontrollen, die Werte lagen jedoch bisweilen 
unter denjenigen, die tags zuvor im frischen, sofort aufgearbeiteten Gewebe 
ermittelt worden waren. Es mu8 angenommen werden, da8 die wohl auch 
in diesen langdauernden Versuchen durch die proteolytischen Fermente frei- 
gemachte Ascorbinsiure trotz der anaeroben Versuchsbedingungen in nicht 
mehr reduzierende und durch Schwefelwasserstoff nicht mehr zu Ascorbin- 
siiure regenerierbare Produkte umgewandelt wurde. — Diese Umwandlung 
kénnte dadurch erfolgen, daB das Vitamin in anaerobe, wenn auch nicht 
genauer bekannte Stoffwechselvorgiinge des Gewebes hineingezogen wird. 
Eine andere Méglichkeit ist folgende. Aus den Versuchsprotokollen geht 
hervor, daf die fermentativ freigemachte ebenso wie die schon vorhandene 
freie Ascorbinsiure zum Teil in der dehydrierten Form vorliegt. Diese 
kann aber selbst unter vollkommenem Ausschlu8 von Sauerstoff schon bei 
lingerem Stehen in wiBriger Lésung leicht irreversible Veriinderungen ein- 
gehen. Das wurde vor mehreren Jahren’) mit einer von Wels‘) aus- 
gearbeiteten Methodik gezeigt: Lift man Ascorbinsiure den Farbstoff Di- 
ehlorphenol-indophenol bei neutraler Reaktion entfirben, so vermag die 
entstandene Dehydro-Ascorbinsiiure anschlieBend die Leukobase eines Farb- 
stoffs von negativerem Potential, z. B. Leuko-Rosindulin, wieder zum Farb- 
stoff zu oxydieren, wobei sie selbst zu Ascorbinsiure reduziert wird. Der 
Versuch gelingt aber nur, wenn der Dehydro-Ascorbinsiure méglichst bald 
nach ihrer Entstehung Gelegenheit gegeben wird, die Reversibilitit der 
von ihr vertretenen Oxydationsstufe zu beweisen. In lingstens */, Stunde 
ist die reversible Oxydationsform trotz der Abwesenheit von Sauerstoff in 
Produkte iibergegangen, welche die Leukobase des Rosindulins nicht mebr 
zum Farbstoff oxydieren kénnen und die sich dementsprechend nicht mehr 
zu Ascorbinsiure regenerieren lassen. — Die bei neutralem pg schnell 
erfolgende irreversible Umwandlung wird unter dem Schutz des leicht 
sauren py-Bereichs unserer Fermentansiitze und unter dem Schutz des Ge- 
webes vermutlich langsamer vor sich gehen, bei geniigend langer Ver- 
suchsdauer sich dann aber doch wohl im Sinne der mitgeteilten Beobachtung 
geltend machen kénnen, daB trotz Freiwerdens gebundener Ascorbinsiure 
durch fermentative Hydrolyse schlieBlich weniger gefunden wird als im 
frischen Gewebe bei sofortiger Verarbeitung. 


’) P. Holtz, Arch. f. exper. Path. 182, 141 (1936) (vgl. S. 147—149). 
8) Arch. f. exper. Path. 171, 480 (1933). 
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Bei Die Méglichkeit, unter bestimmten Versuchsbedingungen durch Ein- 
’ wirkenlassen proteolytischer Fermente einen Teil der gebundenen Gewebs- 
Ail ascorbinsaéure in Freiheit zu setzen, macht es wahrscheinlich, dab die Bin- 
ure dung im Gewebe an EiweiB erfolgt. 
SIN 
* Tabelle 4 
em Freie und gebundene Ascorbinsiure in Organextrakten 
(Einflu8 des Sauerstoffs) 
| Extrakte: 1 Teil Gewebe auf 2 Teile Wasser 
odu- Freie Ascorbinsdure: Bestimmung im eiweiffreien Filtrat 
sisal Gebundene Ascorbinséiure: 1. Bestimmung im EiweiBniederschlag ; 
ia 2. Bestimmung nach ,,Vorbehandlung“ des Organextraktes 
on mit HCl oder Papain in CO,-Atmosphire 
won - mg-9/, freie mg-9/, 
2 gebundene 
rei- = Ascorbinsre. 
icht z O ctrs kt REET: ia ae eo ee . 
bin- A sa se Vorbehandlung » |Bee ee eee 
un a (5 eem) mMeigtalea.| sZt eB 
g 5 QELERB/22 2 RE 
icht : SE/ESE(S2\2e4 
ind. : 2"/SA8|/3"/sA8 
> — a) nim R A 
reht qt ‘ea hie. 
ene | hae 
ese Rinderleber keine 4,5 | | 2,6 
bei Q keine 0,94 | 2,26 | 2,63 
ein- Qa Meer- 5 Stdn. Hydrolyse mit | 
vus- > schweinchen- {| 4 cem m/10-KH,-PO,- | 
Di- leber*) Cystein bei 37° 
die 2b Papain | 
) b- ‘ Y . a os ) 
od 3 21/, Stdn. in CO, geschiitt. 2,82 | 3,20 
Der 3a 2'/, Stdn. in Luft geschiitt. 2,71 | 3,15 
ald 3b ]{ Kaninchen- }/wie 3: anschlieB. 2 Stdn. 
aa leber Hydrolyse mit 2 cem m/10- 
se KH, -PO,-Cystein bei 37° 
7 3¢ wie 3b: + Papain 
ebr { Schweine- keine -— 2, 
ehr 4a niere 4Stdn. in Luft geschiittelt 1,20 | 2,26 
se 5 ; 2Stdn. Luft durchgesaugt 1,73 | 2,04 
Be. Saft Sehweine- jlwie 5: anschlieB. 10 Min. 
¥ niere mit leem 2n-HCl bei 
eval 100° hydrolysiert 
ing 
ure *) 5 Tage Mangelkost 
im 
Freie und gebundene Ascorbinséure in Gewebeextrakten 
In den folgenden Versuchen haben wir mit denselben Methoden, 
mit denen im vorhergehenden Abschnitt die freie und gebundene 
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Ascorbinsiure des Gewebes bestimmt wurde, wiBrige Gewebs- 
extrakte untersucht. — 1 Teil Gewebe wurde unter Zusatz von 
Quarzsand mit 2 Teilen Wasser im Mérser verrieben und zentri- 
fugiert. Die iiberstehende Lisung wurde iiber Watte filtriert und 
dann zum Versuch benutzt. In den meisten Versuchen wurden 
je 5 ccm des betreffenden Extraktes verarbeitet. 

Die Ergebnisse, tiber die in der Tab. 4 eine Ubersicht ge- 
geben wird, zeigen, daB auch im zellfreien Organextrakt gebundene 
Ascorbinsiure enthalten ist, die durch Siurehydrolyse oder durch 
die Einwirkung proteolytischer Fermente in Freiheit gesetzt wird. 
Die eiweiBgebundene Form der Ascorbinsiure ist also wasser- 
léslich. Wie im intakten Gewebe, so ist sie auch im zellfreien 
Gewebeextrakt weitgehend vor irreversibler Oxydation geschiitzt. 
Das geht aus Vergleichsversuchen hervor, in denen die Extrakte 
vor der Aufarbeitung in Koblensiure- bzw. in Luftatmosphire 
geschiittelt wurden (Vers. Nr.3 und 3a, 4 und 4a, 5 und 5a). 


Freie und gebundene Ascorbinsaure der Milch 


Die Wasserléslichkeit der gebundenen Ascorbinsiure und ibr 
Nachweis im zellfreien Organextrakt machen es wahrscheinlich, 
daB das Vitamin auch in normalen eiweibhaltigen Kérperfliissig- 
keiten zum Teil in gebundener Form vorkommt. Wir haben zu- 
nichst Versuche mit Milch gemacht; wire doch das Vorkommen 
eiweiBgebundener Ascorbinsdure in der Milch auch von ern&hrungs- 
physiologischem Interesse im Hinblick auf die Vitaminversorgung 
des jugendlichen, wachsenden Organismus. Es liegen denn auch 
von seiten der Kinderkliniker schon Beobachtungen vor, die auf 
eine solche Méglichkeit hinweisen. 

Catel®) berichtete vor kurzem, da der mit den iiblichen 
Methoden bestimmbare Gehalt der Frauenmilch an Ascorbinsiure 
durch vorhergehendes Kochen zunehme, und erdrterte die Frage, 
ob dieser Zuwachs an titrierbarer Ascorbinsiure auf dem Frei- 
werden bisher gebundenen Vitamins beruhe. Hine soeben er- 
schienene Arbeit von Albrecht?*) nimmt hierzu Stellung und 
lehnt die von Catel gegebene Deutung ab mit der Begriindung, 
seine Befunde seien methodisch bedingt. Eine in der rohen Milch 
wirksame Ascorbinsiureoxydase zerstére waihrend der Aufarbeitung 
der ungekochten Milch einen Teil des Vitamins, wihrend es 


*®) Klin. Wschr. 1939, I, 342. 
) Klin. Wschr. 1989, II, 1550. 
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sbs- in der gekochten Milch vor der Oxydasewirkung geschiitzt sei, 


da das Ferment durch die Hitzeeinwirkung seine Wirksamkeit 










































vo. & 
ntri- yerliere. Verhindere man die Oxydasewirkung auch in der rohen, 
und ungekochten Milch, z. B. durch Zusatz von Glutathion zum Ent- 
‘den eiweibungsmittel (Sulfosalicylsiure), so finde man in der gekochten 
' Milch stets niedrigere Ascorbinsiurewerte als in der ungekochten, 
ve. [i mit Ausnahme allerdings von 2 Versuchen, in denen trotz zu- 
lene gesetzten Glutathions die gekochte Milchprobe einen ganz be- 
rch deutend héheren Ascorbinsiuregehalt besaB als die Rohmich- 
id, kontrolle. 
ser- Abgesehen davon, daf eine in der Milch etwa vorhandene 
eien Ascorbinase in dem stark sauern Milieu der zur EnteiweiBung 
itzt. henutzten etwa 5°/ igen Sulfosalicylsiure kaum fermentative Wir- 
kte kungen entfalten diirfte, unter diesen Bedingungen auftretende 
dire oxydative Verluste an Ascorbinséure vielmehr wohl eher auf einer 
5a). Autoxydation beruhen wiirden, die dann aber vermutlich gleicher- 
maBen im Filtrat der gekochten und der ungekochten Milch statt- 
finde, scheint die von Albrecht angewandte Methode ebenso- 
i wenig wie die von Oatel benutzte Versuchsanordnung zur Be- 
ich, antwortung der erérterten Frage geeignet. Diese lautet ja nicht, 
sig- ob es durch Aufkochen der Milch — mit oder ohne Zusatz von 
int Glutathion — gelingt, die Titrationswerte fim Ascorbinsaéure zu 
san erhdhen oder zu erniedrigen, sondern, ob die Milch an EiweiB 
g3- gebundene Ascorbinsdure enthilt, die mit den bisher angewandten 
Ing Bestimmungsverfahren nicht erfa8t wird, nichtsdestoweniger aber 


sah fir die Ernéhrung von Bedeutung sein wiirde, indem sie unter 
hydrolytischer Aufspaltung ihrer Bindung durch die Verdauungs- 


f 

e sifte in Freiheit gesetzt wird und zur Resorption gelangt. 

1en Um diese Frage zu beantworten und um unkontrollierbare 
nre Verluste an Ascorbinsiure durch Oxydation, wie sie beim Kochen 
ge, im offenen GefaB an der Luft unvermeidbar sind, auszuschlieBen, 
ei- haben wir deshalb zur Untersuchung der Milch auf gebundene 
er- Ascorbinséure die Versuche unter méglichst vollkommenem Aus- 
nd schluB von Sauerstoff in Kohlens&iureatmosphire ausgefihrt 
ng, und im iibrigen gleiche Hydrolysemethoden angewandt wie in den 
ich beiden vorhergehenden Abschnitten zur Ermittelung der gebundenen 
ng Ascorbinsiure der Organe und Organextrakte. 

- Methodisches. Zur Bestimmung der gebundenen Ascorbinsiiure wurden 


4—10 cem frischer Milch in CO,-Atmosphire mit und ohne Zusatz von Salz- 
siure auf 100° erhitzt und dann gleichzeitig mit der rohen, nicht hydro- 
lysierten Kontrolle durch Trichloressigsdure oder Sulfosalicylsiure enteiweiBt, 
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sodaB die Endkonzentration des EnteiweiSungsmittels bei 8 °/, Trichloressig. 


siure und bei 5°/, Sulfosalicylsiure lag. 


Die Eiweibfillung wurde ab. 


zentrifugiert, die tiberstehende Lésung filtriert und mit Methylenblau titriert,— 
In anderen Versuchen wurde auch die im EiweiB8niederschlag enthaltene 
gebundene Ascorbinsiure durch Siiurehydrolyse in Freiheit gesetzt und 


bestimmt. 


Freie Ascorbinsiure: 


Gebundene Ascorbinsiiure: 


(n/2-HCl, 


Tabelle 5 


Freie und gebundene Ascorbinsiure der Milch 


Bestimmung im Sulfosalicylsiure- 


oder Trichloressigsiurefiltrat 


1. Bestimmung im EiweiBniederschlag 
100°, CO,) oder 2. nach , , Vorbehandlung* der Milch durch 


10 Minuten wr Erhitzen mit und ohne HCl in CO »-Atmosphiire auf 100° 





Versuch Nummer 


8a 


Mileh 


Frauen- (10 cem) 


Frauen- (4 eem) 


aie (8 eem) 


Kuh- (10 eem) 


+ Kuh- (5 cem) 


i 
| 
| Kuh- (10 cem) | 
| 
| 











Kuh- (5 cem) 


Kuh- (10 eem) 











Vorbehandlung 


keine 

keine 
Erhitzen mit 
1 eem 2 n-HCl 


keine 
Erhitzen 
Erhitzen mit 
1 ecem 2n-HCl 


keine 


keine 
Erhitzen 
Erhitzen mit 
1 eem 2 n-HCl 


keine 
Erhitzen 
Erhitzen mit 
1 ecem 2 n-HCl 


keine 
Erhitzen mit 
2 ecem n/2-HCl 


keine 
aufgekocht an 
der Luft 








mg-9/ . , freie mg-°/,, 
Ascorbin- | gebundene 
siure Aseorbinsre. 
oe Ere. sae? re 

: lo So] , o5 0 

mm fm ee ~ 

Bo/svals o|svs 

5 5/2221 2/eee 

22/38/38 *|3808 

¢ | @ nie ) @ 

<q +< qt<_ 

3,72 | 4,89 | 0,94] 0,94 

3,38 0,56 | 

1,47 | 

1,18 1,65 

1,83 | 

2,96 | 

1,09 | 1,80 0,28 | 0,41 

0,87 | 0,98 | 0,19 | 0,60 

1,18 | 1,41 | 

1,32 | 1,62 

1,02 | 1,62 | 0,23 | 0,56 

1,79 | 2,07 

1,89 | 2,14 

0,98 - 

132; — 

1,50 — 

2,18 














mg- ° lo Gea 
scorbin. 
siiure 


Freie wi 

gebunden 

Ascorbin- 
siure 


5,83 
3,94 


2,83 


2,21 
1,58 


2,18 


In der Tabelle 5 sind einige dieser Versuche zusammen- 
gestellt. — Das Ergebnis ist, daB die Ascorbinséure in der Milch 
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gum Teil in gebundener Form vorliegt, aus der sie durch hydro- 


F lytische Aufspaltung freigemacht wird. Hierzu geniigt in manchen 


Fallen einfaches Erhitzen auf 100°. Es ist anzunehmen, daB sich 
durch laingerdauerndes Erhitzen gréBere Mengen gebundenen 
Vitamins in Freiheit setzen lassen, was der Beobachtung Catels 
entsprechen wiirde, daB auch beim offenen Erhitzen der Milch 
die titrierbaren Ascorbinséurewerte mitunter proportional der 
Kochdauer zunehmen. -— Durch 10 Minuten lange Hydrolyse mit 
Salzsiiure bei 100° scheint eine quantitative Uberfiihrung der 
gebundenen in die freie Form méglich zu sein. Hierfiir sprechen 
einige ,, Bilanzversuche“, in denen der Mehrgehalt der hydro- 
lysierten Milch an Ascorbinsaiure sich im EiweiBniederschlag der 
Rohmilchkontrolle quantitativ wiederfindet (Versuch Nr. 3, 5, 6). 

Ks ist wabrscheinlich, daB es sich bei der gebundenen Ascor- 


| binsiure der Milch wie bei derjenigen des Gewebes und der Ge- 


websextrakte um eine Bindung an Eiwei8 handelt, die auch 
fermentativ gelést werden kann. Damit wiirde vermutlich schon 
bei der Verdauung im Magen ein mehr oder weniger groBer Teil 
des eiweiBgebundenen. Vitamins in freie, resorbierbare Form iiber- 
gehen kénnen. 


Bemerkungen zu den Versuchsergebnissen 


Die mitgeteilten Untersuchungen haben zu der Feststellung 
gefiihrt, daB die Ascorbinséiure im tierischen Organismus zum 
Teil in gebundener Form vorliegt und daB die Bindung wahr- 
scheinlich an EiweiB erfolgt. Diese Feststellung eréfinet neue 
Fragestellungen und macht es notwendig, zu einigen von anderen 
Autoren erhobenen Befunden und ihrer Deutung Stellung zu nehmen. 

1. Die Frage nach der funktionellen Bedeutung der ge- 
bundenen Ascorbinséure kann auf Grund der bisherigen Unter- 
suchungen erst sehr unbefriedigend beantwortet werden. Fiir die 
in der Kinleitung erérterte Méglichkeit, daB die Ascorbinsiure 
in dem einen oder anderen Organ als ,,prosthetische“ Gruppe an 
spezifische EiweiSstoffe unter Fermentbildung gebunden werde, 
gibt die vorliegende Arbeit keine Belege, erhéht aber ihre Wahr- 
scheinlichkeit. — Die Beobachtung, daB im Gegensatz zum freien 
das gebundene Vitamin sich vor oxydativen Einflissen als weit- 


| gehend geschiitzt erweist und auch bei mehrtigiger mangelhafter 


Zufuhr noch kaum nennenswert angegriffen wird, spricht dafiir, 
daB es eine Reserve- oder Depotform darstellt. Weitere Ver- 
suche erst kénnten einen tieferen Kinblick in das funktionelle 
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Verhalten der gebundenen Form in den Geweben und Korper. 
fliissigkeiten geben. Hier wiirde vor allem interessieren, wie die 
Reserveform durch linger dauernde Vitaminkarenz beeinfluBt wird 
und wie sie sich im Skorbut verhilt; ob die erhéhten Anforde. 
rungen Unterschiede aufdecken wiirden zwischen Tierarten, die 
zur Synthese des Wirkstoffs befahigt sind, und solchen, die anf 
die Zufuhr mit der Nahrung angewiesen sind; ob auch andere 
kérperliche Beanspruchungen, wie Muskelarbeit oder Hormon. 
wirkungen auf den Stoffwechsel oder Krankheiten von Einflug 
sind, und ob schlieBlich bestimmte Organe, z. B. lebenswichtige 
oder diejenigen des Zentralnervensystems eine besondere Stellung 
einnehmen. 

2. Es ist bekannt, daB die Ascorbinsaure fiir die meistey 
Tierarten kein Vitamin ist im Sinne eines Wirkstofis, der dem 
Organismus stindig von auBen zugefiihrt werden muBb, dafB viel- 
mehr nur wenige Species, unter ihnen Meerschweinchen, Affe und 
Mensch, auf die Zufuhr mit der Nahrung angewiesen sind. Man 
nimmt an, daB die anderen Tierarten die Ascorbinsiure selbst 
bilden kénnen. 

Nach der Aufdeckung der Konstitution lag es nahe, auf 
Grund enger chemischer Beziehungen zu den Zuckern in diesen 
das Ausgangsmaterial fiir eine biologische ,,Synthese“ der 
Ascorbinsiure zu vermuten, zumal es bald méglich wurde, mit 
Methoden des Laboratoriums gewisse Zucker in das Vitamin iiber- 
zufiihren. Alle Versuche jedoch, unter biologischen Versuchs- 
bedingungen die Entstehung von Ascorbinsiure aus Zucker oder 
zuckerihnlichem Material im akuten Experiment nachzuweisen, 
sind bis heute fehlgeschlagen oder hatten zum muindesten kein 
eindeutiges Resultat. Die Versuche wurden im allgemeinen mit 
Gewebsschnitten gemacht, die in der zuckerhaltigen Nahrlésung 
suspendiert waren. 

Im Gegensatz zu diesen negativ verlaufenen Versuchen 
stehen einige Untersuchungen, in denen von einer Neubildung 
oder Synthese der Ascorbinsiure in isolierten Organen berichtet 
wird?! !?13), Jn diesen Untersuchungen werden frisch entnommen¢ 
Organstiicke mehrere Stunden im Brutschrank bei Kérpertempe- 
ratur aufbewahrt und auf ihren Gehalt an Ascorbins&ure unter- 


1) H. K. Miiller, Arch. Augenhk. 109, 434 (1935). 

12) H. H. Podesta u. J. Baucke, Arch. Augenhk. 139, 720 (1938). 

183) K. Wachholder, J. Baucke u. H.H. Podesta, Pfliigers Arch. 
241, 495 (1939). 
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‘Orper- Hucht. Die nach dem Zerreiben und EnteiweiBen des Gewebes 
le die Hm eiweiBfreien Filtrat erhaltenen Werte sind dann bei einem 
‘t wird Meil der Versuche héher als in der entsprechenden Kontroll- 
iforde. Hpyrobe desselben Organs, die sofort nach der Entnahme verarbeitet 
n, die Mwird. Die unter diesen Bedingungen beobachtete Zunahme an 
lie auf MMtitrierbarer Ascorbinsiure wird auf eine zusitzliche Ent- 
andere Mtchung, eine Synthese des Wirkstoffs im Organ zuriickgefiihrt. 
rm on- Das iiberraschendste Ergebnis dieser Untersuchungen?*) ist, 
sinflus fab solche Synthesen auch mit Organen vom Meerschweinchen, 
chtige Hem klassischen Skorbuttier, erhalten werden. Die ,,syntheti- 
ellung Mierten“ Ascorbinsiuremengen sind so groB, daB schwer einzusehen 
st, weshalb das Meerschweinchen, bei dem 1 mg Ascorbinsiure 
eisten Mpro Tag geniigt, um das Auftreten von Skorbut sicher zu verhiiten, 
r dem @Miberhaupt noch an Skorbut erkranken kann. Aber selbst wenn im 
} viel. MiGegensatz zu allem, was wir wissen, das Meerschweinchen Ascorbin- 
fe und MMRiure synthetisieren kénnte, so wiirde die Synthese eines lebensnot- 
Man #wendigen Wirkstoffs wohl kaum in autolysierenden Organen erfolgen. 
selbst So erscheint die Deutung, die den Versuchsresultaten ge- 
pehen wird, schon von allgemeinbiologischen Gesichtspunkten 
, auf Hus wenig wahrscheinlich. Die Beobachtungen finden im Rahmen 
liesen @unserer Untersuchungen eine Erklirung, wenn man die Autolyse, 
* der Miwelcher die Organe bei mehrstiindigem Aufenthalt im Brutschrank 
, mit Munterliegen, als Hydrolyse kennzeichnet und beriicksichtigt, dab 
iiber- HMsich in dem der Autolyse iiberlassenen Gewebe prinzipiell gleiche, 
suchs- #wenn auch weniger gut kontrollierbare Vorginge abspielen wie 
oder Hin den Organen und Organextrakten, die wir unter definierten 
eisen, Mbedingungen der Hydrolyse durch Kochen, Salzsiure oder Fer- 
kein (mente unterwerfen, um die eiweiBgebundene Ascorbinséure in 
n mit Mlreiheit zu setzen. Die dem pflanzlichen Papain entsprechenden 
jsung Mproteolytischen Kathepsine der tierischen Zellen werden bei der 
Autolyse frei. Sie finden bei der leicht sauren Reaktion des 
ichen @Mautolysierenden Organs ein giinstiges p,,-Bereich fir ihre Wirkung 
ldung fund machen die bisher gebundene Ascorbinsaure frei. Das trifft 
ichtet #dann auch fir Meerschweinchenorgane zu, da auch diese ge- 
ment #bundene Ascorbinsaure enthalten. 
mpe- Kin anderer nur schwer deutbarer Befund der erwihnten 
nter- Untersuchungen 1°) ist, daB Meerschweinchenorgane nur dann 
synthetisieren“, wenn die Tiere vorher wenigstens einige Tage 
3 es Mangelkost erhalten haben. In den Organen von Normal- 
Arch. @evcren nimmt der anfingliche Ascorbinsdiuregehalt meistens ab. 
4ur Erklarung wird die Annahme gemacht, daB die unter nor- 
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malen Verhiltnissen schlummernde Fiahigkeit zur Synthese jy 
Mangelzustand geweckt werde. Aber abgesehen davon, daj 
wie schon gesagt, die unter diesen Umstanden synthetisierta 
Ascorbinséuremengen dann vollauf geniigen miiBten, um das Mee, 
schweinchen auch bei vollkommener Vitaminkarenz vor Skorby 
zu bewahren, was bekanntlich nicht zutreffen kann, lassen sic 
auch diese Beobachtungen auf Grund unserer Versuchsergebnisy 
zwanglos dadurch erkliren, daf unter den Verhiltnissen dy 
Vitaminmangels das Freiwerden gebundener Ascorbinsiure be. 
sonders deutlich in Erscheinung treten muB. Denn bei dy 
Mangeltieren sind, wie aus unseren Versuchen hervorgeht, die 
Verhialtnisse dadurch gekennzeichnet, daB im Vergleich zu Normal. 
tieren zwar fast gleichviel gebundene, aber nur sehr wenig 
freie, leicht oxydierbare Ascorbinséure in den Organen vor. 
handen ist. Bewahrt man nun die Organe stundenlang unta 
ungehindertem Zutritt von Luft bei 37° auf, so kann bei Normal 
tieren mit ihrem hohen Gehalt an freier Ascorbinsaure mehr 
oxydativ zerstért werden als in den Organen von Mangeltiern 
mit ihrem nur geringen Gehalt an freier Ascorbinsiure. Dadureb 
wird dann aber leicht die in beiden Fallen ungefahr gleichgrobe 
durch das Freiwerden der gebundenen Form zu erwartende Zu. 
nahme beim Normaltier iiberdeckt. Deshalb nimmt der urspriing. 
liche Gehalt an Ascorbinsiure bei der Autolyse nur in dea 
Organen von Mangeltieren zu, in den Organen von Normaltiera 
jedoch ab. — Die einzige Ausnahme bildet der Muskel. Hie 
finden die Autoren auch in Versuchen mit normal ernadhrten Tiera 
eine Zunahme der Ascorbinsiiurewerte nach mehrstiindigem At 
bewahren im Brutschrank. Aber gerade der Muskel enthiilt, we 
aus ihren Versuchsprotokollen hervorgeht und auch in unserel 
Versuchen mit Meerschweinchenorganen (vgl. Tab. 2) zum Ausdruck 
kommt, auch beim Normaltier nur sehr wenig freie Ascorbinsiure, 
weniger als die anderen Organe bei Mangeltieren. Desball 
,synthetisiert“ der Skelettmuskel auch bei Normaltieren, dt 
anderen Organe aber nur, wenn sie von Mangeltieren stammet 

38. Aus den Erérterungen geht hervor, daB es bisher nici 
méglich war, eine Synthese des Vitamins, die von den meistet 
Tierarten ganz sicher ausgefiihrt werden kann, im _ isolierta 
Organ oder im Gewebsschnitt nachzuweisen und damit Aufscblub 
iiber die Muttersubstanz des Vitamins und tiber den Ort de 
Synthese im Organismus zu erhalten. Fir eine erfolgreiche i 
forschung dieser Fragen kinnten die Ergebnisse unserer Arbel 
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ielleicht Hinweise geben, die wir in Form folgender Hypothese 
ndeuten méchten: ,,Die Synthese der Ascorbinsaure erfolgt unter 
Bindung an HiweiB. Es ist méglich, daB erst das synthetisierte 
Vitamin im Augenblick seines Entstehens diese Bindung eingeht, 
illeicht aber auch muB schon die in Frage kommende Mutter- 
ubstanz, das Provitamin, zur Umwandlung in das Vitamin ge- 
oden werden. In jedem Fall wird es fiir den Nachweis einer 


iologischen Ascorbinsaduresynthese nétig sein, die gebundene Form 
es Vitamins mit zu erfassen.“ — Diese Hypothese hat den Vor- 
ug, experimenteller Priifung zuginglich zu sein und damit den 
Wert einer Arbeitshypothese zu besitzen. 


Zusammenfassung 

1. Die Ascorbinsaure tierischer Gewebe liegt nur zum Teil 
» freier Form vor; ein anderer Teil ist an EiweiB gebunden. 

2. Die iiblichen Bestimmungsmethoden — EnteiweiBung des 
ewebes und Titration des eiweiBfreien Filtrats — erfassen nur 
lie freie Form. Zur Ermittelung der gebundenen Ascorbin- 
jure ist es nétig, diese in Freiheit zu setzen. Das geschieht 
lurch Hydrolyse des Gewebes mit Salzsiure oder durch das Ein- 
irkenlassen proteolytischer Fermente wie z. B. Pepsin und Papain. 
Auch bei mehrstiindiger Autolyse wird schon ein Teil der ge- 
bundenen Form frei. — Die beste Methode zur quantitativen 
rfassung der gebundenen Ascorbinsaure besteht darin, den mit 
bulfosalicylsiure oder Trichloressigsiure erhaltenen EKiweiBnieder- 
schlag 10 Minuten lang mit n/2-Salzsiure in Kohlensiureatmo- 
sphiire bei 100° zu hydrolysieren. 

3. Auch zellfreie Organextrakte enthalten eiweib- 
vehundene Ascorbinsdiure. Es ist anzunehmen, da sie auch in 
iweiBhaltigen Ké6rperfliissigkeiten, wie z.B. im Blut, zum Teil 
n dieser Form vorkommt. Fiir Frauen- und Kuhmilch wurde 
lies nachgewiesen. Hier kann schon durch einfaches Erhitzen 
in Teil in Freiheit gesetzt werden. 

4. Die gebundene Ascorbinsiure ist wahrscheinlich die 
Reserve- oder Depotform des Vitamins. Hierfiir spricht, dab 
le im Gegensatz zur freien Form weitgehend vor oxydativer Zer- 
térung geschiitzt ist und bei mehrtaigiger Mangeldiét in den 
Urganen der betreffenden Tiere nicht nennenswert abnimmt. 

5. Es wird die Arbeitshypothese aufgestellt, daB die biolo- 
ische Synthese der Ascorbinsiure im Organismus unter Bindung 


in KiweiB erfolgt. 
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Uber den Einflu8 der Alterung auf die Phosphorylierunge 
im Muskelbrei 


I. Mitteilung 
Von 
Mathilde Jitariu (Jassy) und Emil Lehnartz 
Mit 2 Figuren im Text 


(Aus den Physiologisch-chemischen Instituten der Universitiiten Géttingen und Miinster j, w. 
(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Januar 1940) 


Bei der EKinwirkung von Natriumfluorid auf zerschnitteng 
Muskulatur oder auf MuskelpreBsaft kommt es zu einer Abnahme 
der o-Phosphorsiure*”), des Phosphokreatins und der Pyrophos 
phorsiure*), Die aus diesen organischen P-Fraktionen freiwerdende 
Phosphorséure wird von den Fermentsystemen des Muskels ir 
andersartige Bindung iibergefiihrt. Dabei entsteht zunichst Hexose 
diphosphorsaure? *). Bereits aus Untersuchungen von Lohmann’ 
ergab sich, daB die Hexosediphosphorsaure sekundire Umwand 
lungen erfahren muB. Nach Embden, Deuticke und Kraft 
bestehen diese darin, daB aus ihr durch eine Dismutation Gly 
cerinphosphorsiaure und Phosphoglycerinsiure gebildet werden, dab 
aber der weitere Abbau dieser auf einem der Wege des Kohlen 
hydratabbaus gelegenen Zwischenstufen unterbleibt. 

Durch langeres Aufbewahren von Muskulatur wird das Ver 
schwinden von Phosphorsaéure unter der Einwirkung von Fluorid 
zunehmend eingeschrinkt: die Synthesefahigkeit der Muskulatu 
nimmt durch Alterung des Fermentsystems, das den einleitenden 
Teil des Kohlenhydratabbaus beherrscht, mehr und mehr ab‘ 
Diese Abnahme der Synthesefihigkeit kann darauf beruhen, dab 
mit fortschreitender Alterung die Dismutation der Hexosediphos 
phorsiure immer mehr eingeschriinkt wird, so daB die einleitende 
Phosphorylierung durch eine Art von Selbsthemmung zum Still 
stand kommt, sie kann aber auch darauf beruhen, da primi 
die Phosphorylierung immer weniger méglich wird, die Dismu 
tation der in geringerem Umfange entstehenden Hexosediphos 
phorsiure dagegen noch vollig normal verlauft. 





soll: 
Wei 


| pho: 


Pho 
Pyr 
nyls 
dag 
yon 
rela 
here 
Pho 
sier 
n/ I. 
und 
lysi 
stin 


der 
Ent 
weil 
zu 3 
Ver 
ie 
awe 
Sub 
neb 
Mus 
gro! 
Zwi 








erunge 


inster i, W. 


hnitteng 
bnahme 
yrophos 
erdende 
skels in 
Hexose 
mann? 
mwand 
Kraft4 
on Gly 
len, dag 
Kohlen 


as Ver 
Fluorid 
kulatu 
itenden 
r ab" 
on, dab 
diphos 
eitende 
n Still 
prima 
Dismu 
liphos 





KinfluB der Alterung auf die Phosphorylierungen im Muskelbrei 9207 
Kine Entscheidung zwischen diesen beiden Méglichkeiten 
sollte sich treffen lassen, wenn in der von Lohmann’) entwickelten 
Weise in den eiweiBfreien Muskelextrakten die Spaltung der Phos- 
|phorverbindungen des Muskels in n/1-Salzsiure verfolgt wird. 
Von den verschiedenen Phosphorverbindungen zerfallt das 
Phosphokreatin bei saurer Reaktion bereits in der Kalte, die 
Pyrophosphorsiure wird bei 100° in 7 Minuten aufgespalten, Ade- 
nylsiure und Hexosemonophosphorsaure (Lactacidogen) werden 
dagegen nur schwer gespalten. Von den unter der Kinwirkung 
von Fluorid gebildeten Stoffen ist die Hexosediphosphorsiure 
relativ leicht hydrolysierbar, nach Lohmann’) ist sie in 30 Minuten 
bereits zu etwa 57°/, aufgespalten, Glycerinphosphorsiure und 
Phosphoglycerinsiure sind dagegen auBerordentlich schwer hydroly- 
mer Phosphoglycerinséure wird z. B. (vgl. Tab. 1) durch 
1-Salzsiure bei 100° in 6Stunden nur zu etwa 4°/, gespalten, 
ak auch die Glycerinphosphorsiure wird nur sehr sch wer hydro- 
lysiert°), ihre Spaltungsgeschwindigkeit wurde jedoch nicht be- 


stimmt. ; 
Tabelle 1 
Spaltung der Phosphoglycerinsiure in Foal -HCl bei 100° 





Spaltungsdauer | Abgespalten | aa 








in Minuten in mg H,PO, &x 10 

0) 0,06 
45 0,20 
120 0,43 
210 0,76 
300 1,06 
420 1,50 

Veraschung 25,05 6,67 x 107° 


Ks zeigte sich schon nach den ersten Versuchen, dab allein 
der Vergleich der erhaltenen Hydrolysekurven zu keiner klaren 
Entscheidung der aufgeworfenen Frage fihren konnte, offenbar 
weil das zu hydrolysierende Gemisch der Phosphorverbindungen 
zu zahlreiche Komponenten enthalt. Nach verschiedenen anderen 
Versuchen zur Auswertung der erhaltenen Kurven erwies sich 
lie Berechnung der Reaktionskonstanten 1. Ordnung als allein 
wweckmaBig, weil die k-Werte fiir die Spaltung der verschiedenen 
Substanzen hinreichend verschieden sind, um zu entscheiden, ob 
neben den normalen, relativ schwer spaltbaren Bestandteilen des 
Muskels — Hexosemonophosphorsiure und Adenylsiure — eine 
gréBere Menge besonders leicht oder besonders schwer spaltbarer 
Zwischenprodukte entstanden sind. 











208 Mathilde Jitariu und Emil Lehnartz, 














Tabelle 2 
Reaktionskonstanten fiir die Spaltung der Hexosemono- und diphosphorsiiyy 
PO eT: See kx10-‘ fir 

Spaltungsdauer : 
in Minaton Hexosemono- Hexosedi- 
phosphorsiure | phosphorsiure 

7 33,7 | 2520 

30 16,5 81,8 

60 7,3 43,3 

120 4,7 | 36,7 

180 3,7 30,1 

240 2,3 22,5 

300 2,0 20,0 





Aus friiheren Untersuchungen von Lohmann?) wurden fir 
die in der vorliegenden Untersuchung gewahlten Hydrolysezeita 
fiir die Spaltung von Hexosemono- und -diphosphorsiure die i 
Tab. 2 angefiihrten k-Werte berechnet. Aus Tab. 1 ergibt sich 
fiir die Phosphoglycerinsiure fiir eine Spaltungsdauer von 7 Stunden, 
in denen die Spaltung ganz linear verlief, fir k ein Wert vm 
6,67 x 1075, 

Die Durchfithrung der Versuche erfolgte in friiher éfters geschilderte 
Weise”), indem einige Gramm mit der Scheere zerkleinerter Froschmuskt- 
latur mit einer n/10-NaF-Lésung, die 2°/, Natriumbicarbonat und (),4', 


Glykogen enthielt, bei einer Temperatur von 17—19° */,—4 Stunden expo- 
niert und dann durch Zusatz von Salzsiure und Sublimat nach Schenck 


enteiweiBt wurden. Nach Entfernung des Quecksilbers durch Schwefel BF 


wasserstoff, des Schwefelwasserstoffs durch einen Luftstrom wurden aliquote 


Teile des Filtrates in Ampullen abgemessen, mit Natronlauge gegen Bron 
thymolblau neutralisiert, ein dem Volumen von Filtrat und zugesetzte® 


Natronlauge gleiches Volumen an 2n-HCl zugegeben, die Ampullen a 
geschmolzen und 7—300 Minuten im kochenden Wasserbad hydrolysiert 


Nach den angegebenen Zeiten werden die Gliser gedéffnet, mit einem def 


zugesetzten Salzsiiure gleichen Volumen an 2n-NaOH versetzt und dam 
durch Zusatz einiger Tropfen Salzsiiure schwach angeséuert. Die Phos 
phorsiiure wurde nach dem gravimetrischen Verfahren von Embden”) be 
stimmt. Weitere Anteile des Filtrates dienten der Bestimmung der vol 
vornherein vorhandenen Phosphorsiiure, sowie in Doppelbestimmungen de 
Ermittlung der gesamten siureléslichen Phosphorsiiure. Es wurde mit konzer 
trierter Schwefelsiure und Perhydrol verascht. 

Ein zweiter Ansatz wurde zuniichst 2—4 Stunden ohne weiteren Zt 
satz im verschlossenen Gefi8B bei Zimmertemperatur aufbewahrt (Alterung’) 


dann mit Fluorid—Bicarbonat—Glykogen-Lésung versetzt und in gleicher Weit & 


wie oben beschrieben behandelt. 


Auf Grund der gefundenen Analysenwerte wurden die Hydro 
lysekurven der betreffenden Ansiitze gezeichnet. Da bei der Be 


rechnung der Reaktionskonstanten auch die geringen unvermeil-§ 
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lichen Versuchsfebler sich sehr stérend auswirken, wurden die 
iexperimentell erhaltenen Kurven graphisch ausgeglichen. Die 
dadurch bedingten Korrekturen betrugen nur in seltenen Fallen 
imebr als 2°/, der gefundenen Werte. Die Reaktionskonstanten 









&. 
WE old “1 herechnet. Dazu wurde von 


tf, — t Lo 

Nallen gefundenen Werten der Gehalt des betreffenden Ansatzes 
San o-Phosphorsiure (= wahre anorganische H,PO,+H,PO, aus 
Phosphokreatin) abgezogen. Die Differenz des Veraschungswertes 
und dieses Anfangswertes ergibt die Gesamtheit aller tberhaupt 
‘spaltbaren P-Verbindungen, also den Wert a der oben stehenden 


wurden nach k = - log oa 














Formel. Die um den Anfangswert verminderten Hydrolysenwerte 
Hgeben die in die Formel einzusetzenden Werte fiir x. Fig. 1 
mg +3 PO, 
250 
200~ 
150-4 
700 - 
5077 
tit ! l L i = 
7 #0 60 220 %0 2¢0 300 Min. 


Fig. 1 (Versuch 3) 


und 'ab.3 geben ein Beispiel, aus dem Auswertung und Berech- 
nung hervorgehen. 

Die Tab. 4 faBt 6 Versuche zusammen, bei denen die Hydro- 

lysenkurven eines frischen und eines gealterten Muskelbreis nach 
Kinwirkung von NaF verglichen wurden. Die EKinwirkungsdauer 
des Fluorids betrug 2 Stunden, die Alterungsdauer ebenfalls 
| 2Stunden. Aus den ,,Sofort“-Werten der Phosphorsaure fiir den 
gealterten Muskel geht hervor, daB die Alterung in keinem Fall 
sehr erheblich war, da der iiberwiegende Teil der Phosphorsiure 
sich noch in organischer Bindung findet. Dementsprechend weisen 
auch die Reaktionskonstanten, wenn man den Durchschnitt aller 
Versuche berechnet, fiir den frischen und den gealterten Muskel 
keine erheblichen Unterschiede auf. Das gilt auch fir die Ver- 
suche 1 und 2, in denen sich die Alterung am starksten bemerk- 
bar machte. Der Schlu8 ist also gerechtfertigt, dab unter diesen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 14 
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Tabelle 3 
Versuch 3. 27. Februar 1939: 


2stiindige Einwirkung von NaF auf frischen und auf 2 Stunden gealterte § 


Muskelbrei 


Hydrolysendauer in Minuten 





— 


ce 
0 | 7 | 80 | 60 |120 | 180 | 240/ 300 | hos 








Frischer Muskel pee | 
mg °/, H,PO, gefunden | 58| 88 | 94 99 | 115 | 127 | 138/153] 507 
korrigiert | 58/ 84 | 95 | 104 | 116 | 128 | 139| 150 

a = (507 —58) = 449 | | | 
x 26 | 37 | 46] 58} 70] 81) 92 


a — 2, 449 | 423 | 412 | 403 | 391 | 379 | 368 
a — x, 423 | 412 | 403 | 391 | 379 | 368 | 357 


kx 1074 32,3| 5,1| 3,3 | 2,2 | 2,4 | 2,2] 2,3 
Gealterter Muskel | | 
mg °/, HPO, gefunden | 127| 159 | 179 181 | 193 |205 | 214/225) 507 

korrigiert | 127/155 175 185 | 197 | 206 | 215 | 224 


a = (507 —127) = 380 | 
x | 28; 48; 58; 70| 79 | 88! 97 


























a — x, | 380 | 352 | 332 | 322 | 310 | 301 | 292 
a — 2 | 352 | 332 | 322 | 310 | 301 | 292 | 283 
kx 1074 | 47,9|11,0| 4,5 | 2.8123 | 2,2! 23 
Tabelle 4 
2stiindige Einwirkung von NaF auf frischen und auf 2 Stunden gealterten 


Muskelbrei 








kx 10~‘ Hydrolysedauer 


Ver- 





















































suchs- HPO, in mg °/o von Minuten 
es fort|_ 40 Min. | Ver | 2 39 | 60 {120 |180 |240 | 30 
Datum sorer'|Hydrolyse|aschung| ‘| | 
1 frisch | 55 171 | xeq | 81,7} 9,6 [5,7 | 2,5 | 2,2 | 1,6 [1,6 
14. 2.39 | gealtert] 161 253 287-1320] 7,3 [3,9 | 3,3 | 2,9 | 2,8 12,3 
2 frisch | 72 198 605 | 31:4] 5,7 [8:7 | 3,2 | 2,9 | 3,0 [2,8 
21.2.39 | gealtert] 149 249 | 12,2) 5,0 4,3/3,1|2.8| 2.5 25 

| 
3 frisch | 58 153 | pg, | 82,3] 5,1 13,3] 2,2 | 2,4 | 2,2 [2,3 
27.2. 39 | gealtert} 127 995 | * | 47,9]11,0|4,2 | 2,8 | 2,3 | 2,2 |2,3 
4 frisch | 66 | 174 | ~., | 36,4) 6,1/3,2| 2,4) 2,3) 2,3 [2,2 
2.3.39 | gealtert| 127 292 «=| «(8 * 195.8! 5,013,6 | 3,3 | 2,8 | 2,8 12,5 
5 frisch | 78 183 | x 4q | 24,5] 5,6 /3,7 | 3,1 | 2,8 | 2,6 [2,5 
9.3.39 | gealtert] 119 216 | **" 190.4] 5,5 /4,1| 3,3 | 3,0 | 2,9 128 
6 frisch | 69 180 | ,.. | 36,9] 7,0|4,2/4,0/3,7/ 36/36 
20.3.39 |gealtert} 120 | 211 | © 32,6] 8,7 [4,9 | 3,8 | 3,5 | 3,6 [3,2 
kx 10-4 Durehsehnitt frisch 32,2 se | 2,9 | 2,6 2 2,5 
gealtert | 31,8! 7,1/4,3 | 3,5 | 2,9 | 2,8 |2,6 
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EinfluB der Alterung auf die Phosphorylierungen im Muskelbrei 


ersuchsbedingungen die Hinschrankung der Synthesefahigkeit 
S,usschlieBlich durch ein Nachlassen in der Veresterung der Phos- 
Pphorsiure mit Kohlenhydraten, nicht aber in einer Verringerung 
"sn der Geschwindigkeit der Dismutation der gebildeten Hexose- 
“diphosphorsaéure besteht. 

'- Bs wurde nunmehr der Versuch unternommen, durch Ande- 
g der Einwirkungsdauer des Fluorids und durch Anderung 
der ikea linien, die durch die Alterung bedingten Verinde- 
rungen im Ablauf der Umsetzungen an den Kohlenhydraten 
schirfer zu erfassen. In den 3 Versuchen der Tab. 5a wurde 
frischer Muskelbrei, in den 3 Versuchen der Tab. 5b 4 Stunden 
gealterter Muskelbrei jeweils '/,, 1 und 4 Stunden der Einwirkung 


Tabelle 5 


Fluorideinwirkung von verschiedener Dauer 

























































































—_—— = 
Ver- — isis peti. [o K x 10~* fiir Hydrolysendauer 
H suchs- | NaF- £ | = 2, Ey von Minuten 
nummer} Wirkung| & |. = Ba see ted WEN sve 
; oO | | ; | 
| Datum | Stunden | ® | Se 3] 7 | 30 | 60 | 120 | 180 | 240 | 300 
a) Frische Muskulatur 
‘ 1, 87| 215 | 77,0|15,8| 7,9 | 5,4 4,8 | 4,1 | 4,0 
ar 1 78) 182 | 413 |40,2/11,8/ 5,0 | 4,5 3,7 | 3,8 | 4,0 
Poe | 64| 157 | 32,9| 8,3) 4,7 | 3,9 | 3,8 | 3,2 | 3,1 
mm if, | 180) 262 66,5 /15,4| 7,6 | 3,5 | 3,2 | 2,7 | 26 
Bs 5 " 87| 204 | 505 [57,5] 11,2! 6,0 | 3,0 | 2,6 | 2,5 | 2,5 
ee 4 77| 171 25,2| 7,0! 4,4 | 3,1 | 2,4 | 2,0 | 1,7 
h 6A | 1 73| 222 | 4.- | 50,7 87 7,0 | 6,3 | 5,8 | 5,6 | 5,1 
%.4.39\] 4 | 64] 196 | “* [429] 85/53 | 5,1 | 5,0 | 48 | 43 
1/, {71,7 | 15,6 | 7,7 | 4,4 | 4,0 | 3,4 | 3,3 
K x 1074 im Durehsehnitt 1 | 49,4; 10,5! 60 | 4,6 4,0) 4,0 | 3,9 
4 133,7| 7,91 4,8! 4,4 | 3,7 | 3,3 | 3,0 
b) 4 Stunden Alterung 
r Vy | 292) 355 | 62,4/17,0) 7,2 | 5,2 | 4,3; 4,5 | 3,4 
5.6.39 1 273| 328 | 459 |37,8|11,2| 5,3 | 4,3 | 4,0 | 3,7 | 3,3 
POO 39 4 [a75} 316 | 141] 7:5| 51 | 40/38 | 2.5 | 2,0 
2 1), 1286} 364 | 59,5115,4/ 9,1 | 63 | 4,8 | 4,5 | 3,6 
12.639 1 252| 321 | 483 | 33,2/11,6| 8,0 | 5,4 | 3,7 | 2,6 | 2,2 
ies, 4 217| 295 | 26,3/ 10,0) 7,3 | 5,2 | 3,4 | 2,2 | 1,8 
48 1), 278 | 339 51,5/ 14,8) 8,3 | 5,5 | 3,7 | 2,3; 1,6 
15.6. 39 1 253] 313 | 467 |33,6/10,4| 7,2 | 4,1 | 3,3} 2,7 | 1,9 
— 992! 285 | a 26,4 13,2| 7,0 | 3,6 | 2,7 | 2,0 | 1,3 
{fs 57,7 | 15,7 | 8,2 | 5,6 | 4,3 | 3,8 | 2,9 
AK x 10~* im Durehsebnitt ? 1 34,9, 11,1 | 6,8 | 46 | 3,7 | 30: 24 
| 4 ]293/10.2/ 58) 43/33) 22 | 1,7 
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des Fluorids unterworfen. Ks ist dabei zu beachten, daB die Ver. 
suche der Tab.5a an anderen Fréschen angestellt wurden 4 


die der Tab. 5b. Die Alterung ist in den Versuchen 11—13 seh 


ausgesprochen, immerhin nimmt in 2 Versuchen mit der Dang 
der Fluorideinwirkung die Phosphorsiure im ,,Sofort“-Wert noch 
deutlich ab. Der Durchschnitt der k-Werte wird in der frische, 
Muskulatur insbesondere fiir die erste Stunde der Hydrolyse mi 
der Dauer der Fluorideinwirkung kleiner, es entstehen also ay 
leichter spaltbaren schwerer spaltbare P-Verbindungen. Da 
gleiche zeigt sich auch in der Differenz der Phosphorsaurewert 
300 Minuten-Hydrolyse“ und ,,Sofort; sie veringert sich infolg 
der Entstehung schwer spaltbarer Ester. Da8 fir die lange 
dauernden Hydrolysezeiten die Unterschiede der k-Werte ve. 
schwinden, beruht wohl darauf, dab die Saéurespaltung nur noch 
ziemlich geringfigig ist (vgl. Fig. 1 und Tab. 3), so daB schon gering 
Analysenfehler die Werte der Konstanten stark beeinflussen miissen, 

In der 4 Stunden gealterten Muskulatur liegen die k-Werte 
fiir 7 Minuten Hydrolyse deutlich niedriger als fir die frische 
Muskulatur. Das mag darauf beruhen, daf in der frischen Mus 
kulatur noch geringe Reste von Pyrophosphorsiure iibrig geblieben 
sind, die diesen Wert natiirlich erhéhen miissen. Fir eine Dave 
der Fluorideinwirkung von '/, Stunde liegen die k-Werte in 
gealtertem Muskel deutlich héber als im frischen. Unter dieser 
Bedingungen ist also neben der Bildung von Hexosediphosphur- 
siure auch ihre Dismutation eingeschrankt. Bei einer Dauer de 
Fluorideinwirkung von 1 und 4 Stunden liegen die k-Werte fir 
30 und 60 Minuten-Hydrolysendauer héher als am _ frischeu 
Muaskelbrei, bei langerer Hydrolysendauer verwischen sich die Unter- 
schiede oder die Konstanten sind sogar deutlich kleiner als an der 
frischen Muskulatur. 

Ks finden sich also in den Versuchen der ab. 5 zwar At- 
haltspunkte daftir, daB bei stirkerer Alterung die Dismutation der 
Hexosediphosphorsiure ebenso eingeschrankt wird wie ihre Bildung, 
aber mit Sicherheit kann dieser SchluB nicht gezogen werden. 
AuBer durch die Unsicherheit in der Berechnung der k- Werte 
bei langerer Hydrolysendauer, die bereits oben angedeutet wurde, 
ist die Deutung der Ergebnisse auch noch dadurch erschwert, 
daB das Verhalten des frischen und des gealterten Muskels nicht 
am gleichen Material untersucht werden konnte. Es wurden da- 
her Versuche nach Art der in Tab. 5 wiedergegebenen ausgefiilirt, 
in denen jeweils wie in den Versuchen der Tab. 4 nur eine Zeit- 
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auer der Fluoridwirkung am frischen und am gealterten Muskel 
miteinander verglichen wurde. 


i/ Stunde einwirkte. 
Versuchen 14 und 16 eine sehr starke, in Versuch 15 eine deut- 
liche Alterung daran bemerkbar, 
kulatur sehr viel weniger Phosphorsaure durch Fluorid in organische 
Bindung ibergefiihrt wird als in den friiheren Versuchen. 
Grund dafiir ist sicherlich in dem jahreszeitlichen Verhalten der 
Frésche zu suchen, 
und c sich mit alleiniger Ausnahme des Versuches 20 ganz ent- 
sprechend verhielten. 
Juni und Juli ausgefihrt, die verarbeiteten Frésche befanden 


Tabelle 6 


Fluorideinwirkung auf frischen und auf 4 Stunden gealterten Muskelbrei 


Tab. 6a gibt die Versuche wieder, bei denen das F'luorid 


Schon von vornherein macht sich in den 


daB auch in der frischen Mus- 


Der 


da auch die weiteren Versuche in Tab. 6b 


Alle diese Versuche wurden in den Monaten 





Ver- 
suchs- 
nummer 


Datum 


i4 
19. 6. 39 


15 
26, 6. 39 


16 


129, 6. 39 


18 








Art des 
Muskels 


friseh 
gealtert 


frisch 
gealtert 


frisch 
gealtert 


frisch 
gealtert 


frisch 


| 6.7.39] gealtert 








i > 
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a) 
213 } 
351 
130 | 
293 | 
227 | 
373 | 


998 | 


145 | 
324 | 


»K x 107* im Durchschnitt | 


K x 1074 im Durchschnitt | 


19 


20 


friseh 


frisch 


271 | 
/10,7.39] gealtert | 356 | | 400 


81 | 


13, 7.39] gealtert | 203 | 


H sPO, in n mg-"/, 
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Db DN Ow 





@ | of 
mele. & 
> 9 S s | # 
IS-3/" S| 7 | 30 | 60 | 120) 
stiindige Plaotidsinwirkung 
304 | 44, | 69,6/11,5| 8,5 
399 | ° 57,8| 21,9 | 16,8 |. 
277 | yoo | 65,0| 16,5 | 10, 
91.; “4-478 gg tag 
| 
323 | gq [1115] 148) 7 
117 | 464 | 80,0) 25,2/ 10,7 | 
frisch 82,4) 14,3) 8,6) 
gealtert | 61,7 21,3 12,9 | 
b) 1stiindige Fluorideinwirkung 
aan | on 57,2 5,5 
ga7 | 382 | 971/161] 7,3 
256 | 49, | 60,0] 6,5! 5,2 
380 80,0) 11,2| 6,8 
frisch 58,6; 7,7 4 5,3 
gealtert | 83,5 13,6 7,1 
¢) 4stiindige Fluorideinwirkung 
323 . | 14,3] 11,3| 6,0! 
| 446 | g5'9| 974 |14'7 
214 | x, | 37,2) 9,3) 5,3 
a | 42,6) 10,2 | 5,5 
frisch 25,7|10,3| 5,6 
gealtert | 63,8/ 18,8 | 10,1 


K x 107+ im Durehsehnitt { 




















kK x 10~* fiir Hydrolysendauer 











180 | 240 | 300 
5,9 | 4,4 | 4,2 
8,1 | 7,5 | 6,7 
6,0 | 4,0 | 3,7 
8,7 | 7,3 | 6,7 
3.7 | 2,9 |2.4 
0,2 | 4,2 | 44 
5,2 | 3,4 | 3,4 
7,3 | 63 159 
3,3 | 3,6 |3,3 
2,5 | 2,5 | 2,0 
4,2 | 3,8 | 3,7 
43 | 40 13,8 
3,7| 3,7 | 3,5 
3,4| 3,2) 2,6 
4,2 | 3,3 | 2,9 
| 6,3 | 4,6 | 1,6 
3,3 | 2,8 | 2,7 
4,6 | 3,7 | 3,3 
3,7 | 3,0 | 2,8 
55 | 42 124 
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sich schon mehrere Wochen in Gefangenschaft. Es steht woh 
im Zusammenhang mit dieser intravitalen Alterung, daB die 


k-Werte sowohl fir frische wie fiir gealterte Muskulatur wesent.— 


lich héher liegen als in den weitaus meisten der friiheren Ver. 
suche. Von besonderer Wichtigkeit in Hinblik auf die aufgeworfen 
Fragestellung ist aber, daB fiir die gealterte Muskulatur weitay 
héhere Werte berechnet werden als fiir die frische. Es kann also gy 
kein Zweifel daran bestehen, daf bei einer ausgesprochenen Alte. 
rung tatsachlich neben der Bildung in weitem Umfange auch di 
Dismutation der Hexosediphosphorsiure stark beeintrichtigt ist 

Dieser Schlu8 wird durch die Versuche in Tab. 6b und ¢ 
noch weiter gestiitzt. An den Ergebnissen erscheint die Tatsach 
auch noch bemerkenswert, daf fiir 7 Minuten dauernde Hydrolys 


mg 3 POy 
250 











ET i i m 


i 1 
7 30 60 720 180 240 = H00 Min. 
Fig. 2 (Versuch 20) 





die k-Werte im gealterten Muskel héher sind als im frischen. Da 
unter den Bedingungen der Alterung mit anschlieBender Fluorid- 
wirkung schwerlich noch Pyrophosphorsiure in Muskel vorhanden 


gewesen sein kann, weist gerade dieser Befund besonders deutlich F 


auf die Gegenwart gréBerer Mengen von Hexosediphosphorsiure hin. 

Der Unterschied, der zwischen diesen zuletzt geschilderte: 
Versuchen und den im 1. Teil beschriebenen besteht, zeigt sich 
auch deutlich in dem villig verschiedenen Charakter der Hydrolyse- 
kurven, fiir die in Fig. 2 ein Beispiel wiedergegeben ist. Kin 
Vergleich der Kurven fir frische und fir gealterte Muskulatw 
in den Fig. 1 und 2 zeigt aber auch, daB man allein aus de! 
Betrachtung der Hydrolysekurven kaum einen SchluB auf die 
Natur der in den Filtraten anwesenden Phosphorsaureverbindunget 
ziehen kann. Trotzdem die Kurve fiir den gealterten Muskel in 
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Fig. 2 anscheinend flacher verliuft als fiir den frischen Muskel, 
also ein gréBerer Gehalt an Hexosediphosphorsiure im frischen 







"Muskel angenommen werden miibte, entfaillt doch, wie die Be- 


rechnung ergibt, im gealterten Muskel ein gréBerer Teil der durch 
jure hydrolysierbaren Phosphorsiureverbindungen auf die leichter 
bydrolysierbaren Hster, also doch wohl auf die Hexosediphos- 
phorsdure. 
Zusammenfassung 

Bei der Einwirkung des Fluorids auf Muskelbrei kommt es 
gu einer Stérung des Kohlenhydratabbaus, die sich in einer Ver- 
minderung der o-Phosphorséure und in einer Vermehrung der 
organisch gebundenen Phosphorsiure in Form der Hexosediphos- 
phorsiure baw. ihrer Dismutationsprodukte, der Glyerinphosphor- 
siure und der Phosphoglycerinsiure, auBert. Durch ,,Alterung“ 


)wird diese Vermehrung der organisch gebundenen Phosphorsaure 
eingeschrankt. Es wurde untersucht, ob diese Kinschrankung der 


Fluoridwirkung auf einer geringeren Bildung von Hexosediphos- 
phorsiure oder auf einer Stérung ihrer Dismutation beruht. Bei 
geringen Graden der Alterung macht sich die Verminderung der 
Fluoridwirkung allein in der geringeren Bildung der Hexosedi- 
phosphorsiure bemerkbar, einmal gebildete Hexosediphosphorsaure 
wird dagegen noch vollstandig dismutiert. Erreicht jedoch die 
Alterung héhere Grade, so wird fortschreitend weniger Hexosedi- 


| phosphorséure gebildet und dariiber hinaus nunmehr auch die 


vermindert gebildete Hexosediphosphorsiure immer unvollstindiger 


> dismutiert. 
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Aminosaurenabbau und Serumeiweibkérper. ITI 
1(—)}-Tyrosin 
Von 
K. Dirr und G. Leis 
(Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft) 


(Aus der II. Medizinischen Universititsklinik Minchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1940) 


Wie wir in den beiden ersten Arbeiten***) iiber dieses Them 
berichten konnten, steigen die Argininwerte in den Serumeiweil. 
kérpern nach Belastung mit 1(-+-)-Arginin stark an und kehra 
allmahlich wieder zur Norm zuriick. Wir kamen durch dies 
Ergebnisse und durch die Befunde aus dem Schrifttum zur Ver. 
mutung, daB natiirliche Aminosiuren allgemein diesen oder eine 
ibnlichen Weg gehen, bezweifelten dies aber, wenigstens in diesem 
AusmaBe, fiir die unnatiirlichen*>). In den Bereich unserer Unter. 
suchungen bezogen wir nunmehr die natiirliche Aminosiure 
l(—)-Tyrosin ein. 

Mit dem Abbau des ‘Tyrosins befassen sich eine Reihe von Arbeiten, 
Kotake und Mitarbeiter®) fanden nach reichlicher Fiitterung von 1- und 
d,l-Tyrosin an Kaninchen im Harn p-Oxyphenylbrenztraubensiure und be 
sonders bei Einfiihrung von 1-Tyrosin |-p-Oxyphenylmilchsiure. Zugefiihrte: 
d,1-Tyrosin wurde zum Teil asymmetrisch abgebaut und hierbei das d-Tyrosin 
im Harn ausgeschieden. Das deutet auf verschiedene Abbauwege der natiir- 
lichen und unnatiirlichen Aminosiuren im physiologischen Organismus hin. 
Felix und Mitarbeiter) und desgleichen Bernheim?) lieBen frischen Leber- 
brei auf 1-Tyrosin einwirken und machten die Feststellung, daB dieses im 
Gegensatz zu der unnatiirlichen d-Form nicht desaminiert wird. Ahnlich 
verhilt sich Nierenbrei. Also besteht auch im iiberlebenden Organbrei ein 
verschiedener Abbauweg insofern, als das natiirliche Tyrosin iiberhaupt nicht 
angegriffen wird, wiahrend das unnatiirliche ohne weiteres abgebaut wird 

Wir injizierten zunaichst Kaninchen 1(—)-Tyrosin und _ver- 
folgten es in gréBeren Abstinden im SerumeiweiB und im ent 
eiweiBten Filtrat. Die gleichen Versuche machten wir nach 
peroraler Zufuhr dieser Aminosiiure beim Menschen. Bei beiden 
gingen die Tyrosinwerte im SerumeiweiB teilweise stark in die 
Hohe, im enteiweiBten Filtrat konnten wir nie Tyrosin nachweisen. 
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Das besagt also, da®B ebenso wie beim 
-Arginin das 1-Tyrosin sehr rasch aus der Blutbahn verschwindet 


“ebensowenig im Urin. 


Sind an den SerumeiweiBkérpern erscheint. Im Gegensatz zum 
Tirginin fallt hier die Tatsache auf, daB die Erhéhung sehr lange 
jauert und nach 24 Stunden meist noch keine normalen Werte 
rreicht sind. 


In diesem Zusammenhang muB auf die Arbeit von Félling®) und 
Mitarbeiter hingewiesen werden, in der sie iiber ,,vorliufige SchluBfolge- 
ungen aus Belastungsversuchen mit Phenylalanin an Menschen und Tieren“ 
berichten. Obwohl es sich hier nicht um die gleiche Aminosiure handelt, 
st ein Vergleich bei der nahen Verwandtschaft beider Aminosiiuren doch 
herechtigt, zumal 1-Phenylalanin im Stoffwechsel ahnliche Wege gehen soll 
ie 1-Tyrosin. Ja, es wird hiufig angenommen, da8 es zuniichst in Tyrosin 
mgewandelt wird. Gleichwohl wollen wir uns bei unseren Besprechungen 
dieser Reserve bewuBt bleiben. 


Nach F6lling liefert d- bzw. d,1-Phenylalanin bei Belastungsversuchen 
an normalen Personen und Kaninchen viel mehr Phenylbrenztraubensiure 
ais ]-Phenylalanin. Bei intravenéser Belastung mit ]-Phenylalanin wird dieses 
zum Teil ausgeschieden, und zwar war die Ausscheidung beim Kaninchen 
an gréBten unmittelbar nach der Injektion und nahm dann ziemlich rasch 
b. Dagegen dauerte es einige Zeit, bis die Phenylbrenztraubensiureaus- 
cheidung ihr Maximum erreichte. Die Phenylbrenztraubenausscheidung 
auerte dann noch stundenlang fort, nachdem die ]-Phenylalaninausscheidung 
lingst wieder normale Werte erreicht hatte. Die Versuche deuten nach 
Folling darauf hin, daB das 1-Phenylalanin nicht direkt in Phenylbrenz- 
aubensiiure tibergeht, sondern in ein Umwandlungsprodukt. Bei Vitamin 
A-Mangel ist die Phenylbrenztraubensiureausscheidung nicht vermindert, 
obwohl hier die Menge der d-Aminosiuredesamidase in Leber und Niere 
ermindert ist. ,,Das kénnte einen fast zur Annahme verleiten, da die 
j-Aminosiuredesamidase iiberhaupt nichts mit der Bildung der Phenylbrenz- 
raubensiure aus l-Phenylalanin zu tun hat‘. Bei theoretischen Uberlegungen 
iiber die Erhéhung des 1-Phenylalaninspiegels im Blut bei Oligophrenia 
phenylpyrouvica kommen F6lling und Mitarbeiter auch auf den Gedanken, 
daB die Stérung im Aufbau und nicht im Abbau liegen kénne, d.h. daB 
das 1-Phenylalanin sich im K6rper anhiuft, weil es nicht in geniigender 
Menge in die EiweiBkérper eingebaut wird. In diesem Fall miiBten nach 
ihrer Uberlegung die Eiwei8kérper der Phenylpyrouviker weniger Pheny]- 


Salanin enthalten als diejenigen der normalen Personen. Bei den Serum- 


eiweiBk6rpern schienen keine Unterschiede vorzuliegen, wiihrend der d-Pheny]- 
alaningehalt des Blutkuchens niedriger zu liegen schien. 


Diese Befunde und KErérterungen Féllings finden durch 
unsere Ergebnisse sicher teilweise ihre Erklarung, da vermutlich 
bereits diese Forscher an eine Verinderung des Gehaltes der 
SerumeiweiBkérper an einer Aminosiure dachten. 

Der etwas geringere Anstieg nach peroraler Zufuhr beim 
Menschen dirfte zum Teil in Resorptionsschwierigkeiten bedingt 








218 K. Dirr und G. Leis, 


sein. In unseren Versuchen erblicken wir eine weitere Stiitze 
unserer Theorie, daB der physiologische Abbau wenigstens der 
natiirlichen Aminosiuren in der Hauptsache tiber eine Synthese 
— in dem in den friiheren -Arbeiten genannten Sinn — dh, 
einen Einbau erfolgt. Leider war es uns bei der Schwierigkeit 
der Beschaffung von optischen Antipoden vorerst nicht méglich, 
die unbedingt erforderliche Gegeniiberstellung von natiirlichen und 
unnatiirlichen Aminosdiuren nach Belastung durchzufihren. 


Versuchsteil 


Wir wihlten zur Tyrosinbestimmung das Verfahren von Folin 
und Marenzi’) und hielten uns an die Angaben von Hinsberg und Lang} 
bzw. von Balint’). Zunichst stellten wir uns eine Eichkurve her. Wir 
lésten 25mg Tyrosin in 100 cem normaler Schwefelsiure, gaben davon 
1—5 ecem in ein 20cem MeBkélbchen und fiillten auf 5cem mit 0,5 nor 
maler Schwefelsiure auf. Dazu kamen 1 cem 15°/,iges Quecksilbersulfat 
gelést in 6fach normaler Schwefelsiure. Nach 2—3stiindigem Stehen bei 
Zimmertemperatur gaben wir 3 cem 1,5°/,iges Quecksilbersulfat, gelést in 
2fach normaler Schwefelsiure, dazu und lieBen wieder 10 Minuten stehen. 
Nach weiterer Zugabe von 3 cem 5 normaler Schwefelsiure betrigt dann 
der Siurewert 1,5 normal. Das MeB8kélbchen wurde dann fiir 5 Minuten in 
ein siedendes Wasserbad gebracht, dann rasch auf Zimmertemperatur ab- 
gekihlt, 0,5 cem 1°/,iges Natriumnitrit zugegeben, 2 Minuten stehen gelassen 
und mit 1,5 normaler Schwefelsiure bis zur Marke aufgefiillt und bei 10 mm 
Schichtdicke mit Filter S 50 photometriert. 

Zur Bestimmung im Serumeiwei8 wurden 2 cem Serum mit 16 ccm 
Wasser und 2 cem 20°/,ige Trichloressigsiiure versetzt und zentrifugiert. Der 
Riickstand wurde mit 2cem 5fach normaler Schwefelsiure im Salzwasser- 
bad von 105° 20 Stunden lang hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde auf 
20 ccm mit Wasser aufgefiillt, mit Kaolin entfirbt und filtriert. Mit 5 ccm 
des Filtrates wurde durch Kjeldahlbestimmung die EiweiBmenge festgestellt. 
Weitere 5ccm dienten zur Ausfithrung der Farbreaktion. Wir gaben dieselben 
zu diesem Zweck in ein Zentrifugenrdhrchen und setzten 1 cem 15°/,iger 
HgSO,-Lésung zu (gelést in 6fach normaler Schwefelsiure). Nach 2—3stiin- 
digem Stehen bei Zimmertemperatur wurde 5 Minuten scharf zentrifugiert 
und die iiberstehende Fliissigkeit in ein 20 cem MeBkélbchen gegeben. Dem 
Bodensatz setzten wir 3cem 1,5°/,iges HgSO, in 2 normaler Schwefelsiure 
zu, wirbelten denselben auf und zentrifugierten nach 10minutenlangem 
Stehen. Die iiberstehende Flissigkeit wurde wieder in das 20 ecm Meb- 
kélbchen gegossen und der Riickstand in dem Zentrifugenréhrehen mit 
5 cem 0,1 normaler Schwefelsiure aufgewirbelt. Wir lieBen wieder 10 Minuten 
stehen, zentrifugierten dann und gaben die Fliissigkeit in das MeBkélbchen. 
Der Lésung wurden hierauf 3 cem 5 normale Schwefelsdure zugesetzt, so dab 
die Aciditit 1,5 normal in 20cem wird. Nach gutem Mischen kam das MeBkilb- 
chen fiir 5 Minuten in ein siedendes Wasserbad. Nach schnellem Abkiiblen 
auf Zimmertemperatur wurden 0,5 cem 1°/,iges Natriumnitrit zugesetzt, 
nach 2 Minuten mit 1,5 nurmaler Schwefelsiure bis zur Marke aufgefiillt 
und bei 10mm Schichtdicke mit Filter S 50 photometriert. 
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Aminosiurenabbau und Serumeiwei8kérper III. 1(—)-Tyrosin 219 
Zum Versuch gelangten zwei ungefihr 3kg schwere Kaninchen. 
Es wurden je 550 mg 1-Tyrosin in rund 20cem 5°/,igem Natriumbicarbonat 
in der Wiirme gelést unter Zugabe von 5—10cem n/10-Natronlauge und 
nach Abkiihlen auf Korpertemperatur langsam in die Ohrvene injiziert. 
Nach Abzug der Verluste betrug die Injektionsmenge ziemlich genau 500 mg. 
Die Blutentnahme erfolgte jedesmal aus der Ohrvene. Die Kaninchen 
wurden wihrend des Versuches nicht gefiittert.': Die Ergebnisse waren 
folgende : 


Tabelle 1 





ee i _Kaninchen 2 


‘7 0 0 
Zeit | Io Tyrosin im Zeit | %o Tyrosin i im 
| SerumeiweiB — _Serumeiweib 


Vor dem Versuch. . 1,62 Vor dem Versuch . . | 1,38 
21/, Stdn. eS 3,42 21/, Stdn. | 2,51 
"cea atten | 338 . nach | 3,12 
ns, J | 3,71 24. =, f Injektion | 2,31 

| ers | 1,58 








Bei einer Annahme von rund 150 cem Serum = ungefihr 10,5 g Eiweif 
hitte theoretisch bei Zugabe von 25 mg Tyrosin ein Anstieg um rund 4,5°/, 
auf 6 °/, Tyrosin erwartet werden kénnen, wenn das gesamte zugefiihrte 
Tyrosin am EKiwei8 erschienen wiire. In Wirklichkeit betrug der héchste 
Anstieg nur etwa 1 °/,, also rund 25°/, des theoretisch méglichen. Das ist 
wesentlich weniger als beim Arginin, bei dem die Vermehrung im Eiweib 
nach Belastung viel néher an die Theorie herankam. Beim Tyrosin liegen 
die Verhiltnisse nicht so klar. Trotzdem erblicken wir in den Ergebnissen 
eine Stiitze unserer Theorie, wonach dem Abbau von natiirlichen Amino- 
siuren im gesunden Organismus meistens ein Einbau vorausgeht. 


Bei der peroralen Belastung handelt es sich um einen Selbstver- 
such (L). Es wurde eine Aufschwemmung von 10 g Tyrosin in etwa 250 eem 
Wasser getrunken. Das Tyrosin war wie beim vorigen Versuch von der 
Firma Hoffmann La Roche bezogen. Auch hier wurde am ersten Tag 
nahezu vollstindige Niichternheit eingehalten. 


Tabelle 2 








Versuch I V ersuch il 


. | Tyrosin i im : 1%, Tyrosin i im 
ae SerumeiweiB oan ee Serumeiweif 


+ ig 
Nichtern . . . . . | 2,33 Niichtern . . 
l Std.) 2,85 1 Std.) 
es nach 3,21 oe nach 
ae Einnahme | 3,00 7 Einnahme 
4 | 3,05 a 
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Nimmt man rund 200 g GesamteiweiB beim Menschen an, so hitte may 
theoretisch etwa 7,3°/, Tyrosin erwarten miissen, wenn alles bei den Serup. 
eiweiBkérpern ersehienen wire. Statt einer Zunahme von 5°, betrug sic 
in Wirklichkeit nur ungefiihr 1°/,, also rund 20°/, der Theorie. Tatsache 
ist, daB wieder ein groBer Teil des zugefiihrten natiirlichen Tyrosins sic} 
an den Serumeiwei8kérpern findet, wiihrend wir im EiweiBfiltrat weder jn 
Selbstversuch noch beim Kaninchenversuch Tyrosin in erkennbarer Menge 
mit dieser Methode nachweisen konnten. 


Zusammenfassung 


1. Bei peroraler oder intravenéser Belastung mit 1(—)-Tyrosin 
nimmt der Tyrosingehalt an den SerumeiweiBkérpern erheblich 
zu, ohne von einem meBbaren Anstieg im EiweiBfiltrat begleitet 


zu sein. 
2. Der Anstieg an den Serumeiweibkérpern halt, im Gegen. 


satz zu ahnlichen Belastungsversuchen mit 1(+)-Arginin, sehr lange 
an, meist iiber 24 Stunden. 
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fe man 


serum: 
Ug sie 
tsache 2 - pi 
8 sich Uber ein Glykosid der Polygonum aviculare L. 
ler im var. buxifolium Ledeb. 
Menge Von 
Tatuo Ohta 
TOSin (Aus dem Bakteriologischen Institut der Kaiserlichen Universitit Taihoku 
bli und dem Wissenschaftlichen Laboratorium der Firma Sankyo, Tokio) 
: ica (Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1940) 
leitet 
gen. Polygonum aviculare L. var. buxifolium Ledeb. (Familie der 


lange # Polygonaceen) wird vom japanischen Volke seit alters her als 
Diuretikum gebraucht. Uber die diuretisch wirksamen Bestand- 
teile dieses Krautes findet man im Schrifttum fast keine Angaben. 
Ks ist bekannt, daB Flavonglykoside'), wie Rutin und Quercitrin 
stark diuretisch wirken.- Daher wird vermutet, daB der diuretisch 
wirksame Bestandteil dieses Krautes auch eine Art von Flavon- 
slykosid sein kénnte und ich habe solche Stoffe in dieser Pflanze 
1997, (@aulzufinden gesucht; aus dem Methanolextrakt konnte ich ein 
neues Flavonolglykosid, dessen Zusammensetzung C,,H,,0,, ist, 
in reinem Zustande isolieren. Dieses méchte ich Avicularin nennen. 
bers, HM Avicularin bildet hellgelbe Nadeln vom Schmelzp. 216—217° aus 
99, fe 0°/,igem Alkohol. Die alkoholische Lésung wird durch Reduktion 
inittels Magnesium und Salzsiiure purpurrot gefirbt. 

Durch Erhitzen mit verdiinnter Schwefelsiure wird das Avi- 
‘cularin leicht in Quercetin und |-Arabinose gespalten. Quercetin 
wurde als Pentacetat (Schmelzp. 194°), Arabinose als a-Benzyl- 
phenylhydrazon (Schmelzp. 173°) nachgewiesen. Bei der quantitativen 
Bestimmung des Aglykons entspricht diese Substanz dem Quercetin- 
monoarabinosid. 

Durch erschépfende Methylierung des Glykosids mit Diazo- 
nethan und darauffolgende Hydrolyse mit verdiinnter Schwefel- 
siure wurde 3-Oxy-5,7,3’,4’-tetramethoxyflavon?) (Schmelzp. 193°) 
erhalten, um die Stellung der an den Zuckerrest gebundenen 

S Hydroxylgruppe zu entscheiden. 

Auf Grund dieser Tatsachen befindet sich Arabinose zweifellos 
in der Hydroxylgruppe von Stellung ,,3“ des Phloroglucinkernes; 
Avicularin ist also Quercetin-3-monoarabinosid. 











399, Tatuo Ohta, Uber 


_ 


In der Literatur gibt es bisher keine Angaben tiber die Pentoside | 
der Flavon- sowie der Flavonolreihen, also ist mit dem Avicularin JM jgly! 


der erste Nachweis ihres Vorkommens in der Natur erbracht. [Rfornu 
3 

Beschreibung der Versuche 0 

Isolierung des Glykosids. Zur Darstellung des Avicularin; & ; 
wurden fein zerschnittene Blatter und Stengel von Polygonum : 
aviculare var. buxifolium mit Methanol 3 mal auf dem Wasserbade 
unter Zusatz von Calciumcarbonat 5—6 Stunden extrahiert. Die girechts 
beim Verdampfen des Auszuges unter vermindertem Druck zuriick- 


bleibende, sirupése Substanz wurde in der Warme mit Wasser jme-Bet 
2mal ausgezogen. Die abfiltrierte klare waBrige Lésung wurde farblo 
mit Ather und Chloroform geschiittelt, um die Begleitstoffe m 
entfernen; dann wurde die wiBrige Lésung mit Essigester wieder. 
holt ausgezogen. Die Essigesterschicht wurde mit Natriumsulfat 
entwissert und im Vakuum zur Trockne verdampft. Der Essigester. 
riickstand wurde mehrmals aus 60°/,igem Alkohol umkrystallisiert. i 

Die so gereinigte Substanz bildet bitter schmeckende, hell- 
gelbe Nadeln und schmilzt bei 216—217°. Die Ausbeute a 
Krystallen betrigt etwa 0,05°/, der Droge. Die Substanz ist in 
Wasser schwer, in Alkohol ziemlich léslich. Sie enthilt an der 
Luft getrocknet '/, Mol Krystallwasser und absorbiert wasserfrei 
wieder 7/, Mol Wasser. Die alkoholische Lésung wird durch 
Magnesium und Salzsiure purpurrot, durch Hisenchlorid dunkel- Miwurden 
griin gefarbt und reduziert die Fehlingsche Lésung nach dem echuB 
Erhitzen mit Mineralsiiuren. toby 
diinnter 
D 
57,3’, 













3,700 mg Subst. (wasserhaltig): 7,365 mg CO,, 1,535 mg H,U. 
Cao H,,0;; 7/2 HO Ber. C 54,17 H 4,29 Gef. C 54,29 H 4,64. 
89,8 mg Subst. (wasserhaltig): 1,6 mg Gewichtverlust (110° unter 1 mm), 


die Mi 
Fiir 1, Mol Wasser Ber. H,O 1,97 Gef. H,O 1,78. eat 
133,0 mg Subst. (wasserfrei): 2,7 mg Gewichtvermehrung (1 Tag a 
der Luft.) 
Fiir '/, Mol Wasser Ber. H,O 2,01 Gef. H,O 2,03. LTP 
Hydrolyse des Glykosids. 1,37 ¢ reines Avicularin wurden mit . "a 


5°/,iger Schwefelsiure auf dem Wasserbade etwa 2 Stunden erhitzt. Nach 
dem Erkalten wurde die hierbei abgeschiedene, gelblich krystallinische 
Masse abgesaugt, mit Wasser gewaschen und aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert. Die so erhaltene Substanz bildete citronengelbe Nadelt 
vom Schmelzp. 312°. Ihr Acetylderivat schmolz bei 194° und gab nach 
Vermischen mit Pentacetylquercetin keine Depression. 
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side Die oben erwaihnte Mutterlauge und das Waschwasser vom 

arin Aglykon wurden zusammengebracht und nach quantitativer Ent- 

ht. [Rfernung der Schwefelsiure durch Baryt zum Sirup eingeengt. 
Mit dem Sirup wurden die folgenden Reaktionen gepriift: 

























Ce A? AS IG EW O E stark positiv, 

Phloroglucinreaktion nach Wheeler und Tollens. . stark positiv, 
sags Acetonreaktion nach Rosenthaler........ vollig negativ. 
ak Die waiBrige Siruplésung drehte das polarisierte Licht nach 

Die erechts. 
riick. Der Sirup wurde in wenig 75°/,igem Alkohol gelést und mit 
asser (ae¢-Benzylphenylhydrazin versetzt. Uber Nacht schieden sich fast 
‘urde arblose Nadeln ab. Dieses Hydrazon schmolz nach dem Waschen 
eo qq_emit wenig 75°/,igem Alkohol und Ather schon bei 173° Nach 
oder. @cumaligem Umkrystallisieren aus 75°/,igem Alkohol blieb der 
ulfat Mpschmelzpunkt bei 173° und zeigte keine Depression bei der Misch- 


ster. probe mit reinem 1-Arabinose-a-benzylphenylhydrazon. 


siert, Bestimmung desAglykons. Die Substanz wurde mit 3°/, iger Schwefel- 


hell- @isiure auf dem Wasserbade etwa 1'/, Stunden erhitzt. Nach dem Erkalten 

> an meverde der Niederschlag abfiltriert, mit Wasser gut gewaschen, getrocknet 
. fund gewogen. 

st in | 

de 127,0 mg Subst. (wasserfrei): 85,5 mg Aglykon (getr. bei 120°). 

sr frei CH, ,011 Ber. Quercetin 69,58 Gef. Quercetin 67,32. 

urch Methylierung des Glykosids mit Diazomethan. 0,37 ¢ Glykosid 


okel- 
dem 


wurden in Methanol gelést, mit dtherischer Diazomethanlésung im Uber- 
schu8 behandelt, dann die Ather-Methanollésung zur Trockne verdampft. 
Der Riickstand wurde mit 3°/,iger Schwefelsiure auf dem Wasserbade 
ethitzt, die abgeschiedenen hellgelben Krystalle abgesaugt und aus ver- 
(inntem Alkohol umkrystallisiert. 

Diese Krystalle erwiesen sich als identisch mit 3-Oxy- 
),7,3',4’-tetramethoxyflavon, indem sie bei 193° schmolzen, und 
lie Mischprobe mit aus Quercitrin analogerweise erhaltenen Sub- 
stanz ergab keine Depression des Schmelzpunktes. 


Literatur 


l, T. Fukuda u. M. Kono, Mitt. med. Ges. Chiba (Jap.) 6, 78 (1928). 
mit Me St. v. Kostanecki, V. Lampe u. J. Tambor, Ber. chem. Ges. 37, 
1402 (1904). 
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Uber den praparativen Nachweis von Chitin in Mollusken 
Von 


G. Téth 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Pécs, Ungarn) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Januar 1940) 


Nach Angaben der Literatur’) wurde Chitin im Oberkiefer 
und Radula von Mollusken bisher nur durch Bestimmung phys. 
kalischer Konstanten sowie mit Hilfe mikrochemischer Reaktionen 
nachgewiesen. Die Schalen von Mollusken enthalten dagegen 
Conchiolin, das aber friiher oft als ,,chitinartig“ bezeichnet wurde, 
Ks war interessant, diese Angaben auch mit modernen pripars- 
tiven Methoden nachzupriifen. 

Im Wege der Isolierung von krystallisierten Zwischenprodukten 
des Polysaccharid-Abbaues wurde nun im hiesigen Laboratorium 
die Identifizierung von Polyosen verschiedener Herkunft dfter 
durchgefiihrt?). Sind namlich Zwischenstufen (Oligosaccharide 
und auch der letzte Baustein aus 2 Polysaccharidpraparate 
identisch, so hat man ein gewichtiges Argument fir die Identiti 
der Ausgangsmaterialen in der Hand. 

Aus anderweitigen Versuchen standen mir etwa 650 Stiick 
Oberkiefer der Weinbergschnecke (Helix pomatia) zur Verfiigung 
Die iibliche Reinigungsmethode fiihrte aus diesem Versuchsmaterial 
zu 70 mg an reinem Chitinpriiparat, das die bekannten Farb- 
reaktionen schén zeigte. Verkocht man das Praparat mit kov- 
zentrierter Salzsiure, so entsteht in guter Ausbeute krystallisiertes 
Glucosamin-chlorhydrat, wiaihrend ein acetolytischer Abbau*) 2 
krystallinischer Octaacetyl-chitobiose fiihrt (Reinausbeute 4 mg) 


1) J. Sollas, Proc. roy. Soc., Lond. B 79, 474 (1907); vgl. z 3. 
G. Zemplén, Biochem. Handlex. 2, 527 (1911). 
*) L. Zechmeister u. G.Téth, Diese Z. 215, 267 (1933); 228, 53 (1934). 
’) M. Bergmann, L. Zervas u. E. Silberkweit, Naturw. 19, 2 
(1931); Ber. chem. Ges. 64, 2436 (1931); L. Zechmeister u. I. Pinezési, 
Diese Z. 242, 97 (1936); G. Téth u. L. Zechmeister, Nature (Brit.) 14 
1049 (1939). 
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fselbst aus ganz wenig tierischem Material mit Sicherheit aus- 


Uber den priparativen Nachweis von Chitin in Mollusken 295 
Man sieht, daB die priparative Identifizierung von Chitin 


gefiihrt werden kann. 

Demgegeniiber lieferte die Schneckenschale — in Kinklang 
gq den alteren Angaben — kein Chitin. Ahnliches Verhalten 
zeigten auch Muschelschalen (Anodonta cygnea), aus dem Plattensee 
tammend. 
| Versuche 

Reinigung des Ausgangsmaterials. 650 Schneckenoberkiefer (1 g) 
wurden in je 50 ccm n-Natronlauge 3mal je 1 Stunde lang ge- 
kocht, dann mit Wasser in der Zentrifuge ausgewaschen. Die 


‘hellbraunen Organe wurden mit einigen Tropfen 0,5 n-Perman- 


ganat 2 Stunden gebleicht und der ausgeschiedene Braunstein mit 
verdinntem Natriumbisulfit und Salzsaiure gelést. Griindliches 
Auswaschen in der Zentrifuge mit Wasser, Alkohol und Ather. 
Das gewonnene, glinzend weiBe Chitinpriparat zeigt noch einiger- 
maBen die Form der Oberkiefer; mit 50°/,iger Kalilauge in der 
Wirme behandelt, laBt es sich leicht in Chitosan iiberfiihren, das 
die charakteristische Jodfirbung van Wisselinghs gibt. 

Die unbehandelten, gut gereinigten Oberkiefer sind kaum 
mit Kalk inkrustiert, was aus dem niedrigen Aschegehalt zu ent- 
nehmen ist. 

11,100 mg Subst.: 0,222 mg Asche. 

Gef. Asche 2,00 (hauptsichlich Ca-Verbindungen). 


Octaacetyl-chitobiose. 70 mg Chitinpriparat wurden nach 
Bergmann, Zervas und Silberkweit unter Kiskihlung mit 
0,7 com Acetanhydrid und 0,15 g konzentrierter Schwefelsiure 
1 Stunde lang stehen gelassen und das Gemisch 2 Tage bei 20°, 
schlieBlich 10 Stunden bei 55° gehalten. Nach dem EHingieBen 
in 50 cem Eiswasser wurde die Lisung mit Bicarbonat und 
Natriumacetat abgestumpft und mit Chloroform mehrmals ge- 
schiittelt. Der Abdampfriickstand des Extraktes lieB sich in 
einigen Tropfen Holzgeist aufnehmen und mit 5 ccm Ather fallen. 
Den zunachst amorphen Niederschlag (8 mg) liste ich in wenigen 
Tropfen Methanol; beim Stehen krystallisierte in einigen Stunden 
das Octaacetat aus: farblose, feine Nadeln (4 mg), die nach Zu- 
satz von 2 ccm Methanol + Ather (1:3) auf eine Mikronutsche 
gebracht wurden. Schmelzp. 290° (Berl-Block, kurzes Thermo- 
meter); mit einem Praparat aus Krebs-chitin keine Depression. 

2,677 mg Subst.: 0,102 cem N (20°, 754, korr. 752 mm). 

CrsH,.07.N, Ber. N414 Gef. N 4,39. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 263 1d 
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Glucosamin -chlorhydrat. Aus 50 Oberkiefern (80 mg) her. 
gestelltes Chitin (8 mg) wurde mit 1 ccm konzentrierter Salzsiure 
1 Stunde gekocht, am Wasserbad vollkommen eingedampft und 
in einigen Tropfen Wasser aufgenommen. 2 ccm Alkohol und 
3 ccm Ather erzeugten eine anfangs amorph, spiter krystallisierend 
aussehende, am Glase haftende Fiallung. Aus Wasser + Alkohol 
umkrystallisiert, grobe Prismen (5 mg). Im Capillarrohr erhitzt, 
zersetzt sich das Priaparat allmahlich, ohne zu schmelzen, gan 
wie eine aus Krebsschalen bereitete Vergleichssubstanz. 


3,401 mg Subst.: 0,186 cem N (18°, 751, korr. 749 mm). 
C,H,,;0,N, HCl Ber. N 6,50 Gef. N 6,32. 


Der Zucker gab, mit Phenylhydrazin-chlorhydrat und Natriun. 
acetat am Wasserbade erwarmt, Glucosazon (Schmelzp. 210°. 














Der Abbau von aliphatischen Fettsauren 
mit verzweigter Kohlenstoffkette 
durch tiberlebende Gewebsschnitte 


Von 


Konrad Lang (O. St. A.) und Franz Adickes 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Militérirztlichen Akademie Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1940) 


Uber den Abbau aliphatischer Fettsiuren mit verzweigter 
Kohlenstoffkette liegen bisher nicht viele Untersuchungen vor. 


} Baer und Blum!) haben eine Reihe derartiger Saiuren an Diabetiker 


verfittert und fanden, daB a@- und 8-Methylbuttersiure sowie a- und 


} -Athylbuttersiure zur Ausscheidung von §-Oxybuttersaure fihrten. 


6-Oxybuttersaure lieferten also diejenigen Saiuren, welche 4 C-Atome 
in einer geraden Reihe besitzen, wobei bei den (§-substituierten 


| Siuren die #-Oxybuttersiiureausbeute besonders groB war. Siuren 


mit einer geraden Reihe von 3 C-Atomen (Isobuttersiure) oder von 
5 C-Atomen (a-Methylvaleriansiure) fihrten dagegen zu keiner Ver- 
mehrung der 8-Oxybuttersiureausscheidung. Embden, Salomon 
und Schmidt?) erhielten bei ihren Leberdurchstrémungsversuchen 
einen analogen Befund. Isobuttersiure und y-Methylvaleriansiure 
(Ilsocapronsadure) lieferten keine Acetessigsiure, wibrend #-Methy]l- 
buttersiure (Isovaleriansiure) bei der Durchstrémung in Acet- 
essigsiure tiberging. Wirth‘), der Lebern mit e-Methylbuttersiure 
durchstrémte, konnte ebenfalls die Bildung von Acetessigsiure 
feststellen. Alle diese Versuche fiihrten zu der Auffassung, daB 
die Siuren mit verzweigter Kohlenstoffkette genau so im Kérper 
abgebaut werden wie die entsprechenden mit einer unverzweigten 
Kohlenstoffkette, mit anderen Worten also so, wie wenn sie beim 
Abbau eine ,,Entalkylierung“ erleiden wiirden. 


) Arch. f. exper. Path. 55, 89 (1905); 56, 92 (1906). 
*) Beitr. chem. Physiol. u. Path. 8, 141 (1906). 
5) Biochem. Z. 27, 20 (1910). 
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Spitere Versuche, zunachst mit fettaromatischen Sduren, lieBen 
aber groBe Zweifel hinsichtlich einer ,,Entalkylierung“ entstehen, 
Zwar standen die Befunde von Kay und Raper’), die eine Reihe 
von in @-Stellung methylierten Siuren (#-Methyl-f-phenylpropion. 
siure, a-Methylzimtsiure, «-Methyl-y-phenylbuttersiure) an Hunde 
verfiitterten noch durchaus im Eioklang mit der Theorie einer 
Entalkylierung. Jedoch konnten R. Kuhn und Livada?) dam 
zeigen, da8 weder ew-Athylzimtsiiure noch «-Benzylcrotonsiure, 
wie es eigentlich zu erwarten war, zu Benzoesiure (Hippursiiure) 
abgebaut wurden. Der Ersatz des qa-standigen Methyls durch 
Athy] bewirkte also schon eine grundsiitaliche Verainderung des 
Verhaltens im Tierkérper. Des weiteren fanden R. Kuhn und 
Livada, daB #-substituierte fettaromatische Carbonsiuren vom 
Kérper nur sehr schwer angegriffen werden. (#-Methylzimtsiure, 
6-Metyl-8-phenylpropionsaure, 8-Styrylcrotonsiuren und #-Methyl- 
d-phenylvalerianséure wurden von Hunden und Kaninchen nicht 
zu Benzoesaure abgebaut. Hildebrandt’) hatte nach Verfiitterung 
von Geraniumsiéure an Kaninchen aus dem Harn eine Dicarbon- 
siure isoliert, deren Konstitution von R. Kuhn, F. Kohler und 
L. Kéhler‘) aufgeklart wurde. Auch in dem Beispiel der Geraniun- 
siure hatte die #-standige Methylgruppe die #-Oxydation unter- 
driickt. Dieselben Autoren haben noch an weiteren Beispielen 
gezeigt, daB Methylgruppen in #-Stellung den normalen Abbau 
durch #-Oxydation verhindern bzw. erschweren und daB an Stelle 
der #-Oxydation dann die w-Oxydation bevorzugt wird. 

Uber das Verhalten von Sauren, bei denen die Methylgruppe 
entfernter als in #-Stellung sitzt, liegen bisher noch keine Er- 
fahrungen vor. Wir haben daher den Abbau solcher Sauren durch 
iiberlebende Gewebsschnitte studiert und auch a- und f-substituierte 
Saéuren mit in den Kreis der Untersuchungen einbezogen. Um 
den HinfluB des schwer verbrennbaren Phenylrestes zu vermeiden, 
wurden nur rein aliphatische Fettsiuren verwandt. Als Test fiir 
den erfolgten Abbau der Siuren wurde die Bildung von Aceton 
bzw. Acetessigsiure benutzt. Die Bildung von #-Oxybuttersiure 
konnte in keinem Fall mit Sicherheit nachgewiesen werden. Die 
Untersuchungen wurden teils in Makroversuchen zur Isolierung 
und Identifizierung (als 2,4-Dinitrophenylhydrazon) des Acetons, 


1) Biochemic. J. 16, 465 (1922); 18, 153 (1924). 
*) Diese Z. 220, 235 (1933). 

8) Arch. f. exper. Path. 45, 110 (1901). 

*) Diese Z. 242, 171 (1936). 
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tells in Mikroversuchen zur Verfolgung der quantitativen Ver- 
hiltnisse durchgefiihrt. In der Zwischenzeit in unserem Institut 


| yon Winklhofer?) erhobene Befunde zeigten jedoch, daB sowohl 


Aceton wie auch homologe Ketone von iiberlebenden Gewebs- 
schnitten in groBem Umfang abgebaut werden. Man kann dem- 


nach die Anhéufung von Aceton nicht mehr als einen quantitativen 


MaBstab fiir den Abbau der Fettséiuren werten. Bildung von 
Aceton aus den zugesetzten Saiuren wurde nur bei Leberschnitten 
beobachtet, nie dagegen bei Schnitten von Niere, Milz und Lunge. 
Die besten Ausbeuten wurden bei Schnitten von Rattenlebern 
erhalten. 

a-Methylierte Saéuren 


Isobuttersdure lieferte wie zu erwarten war kein Aceton. 


Aus den Ansitzen mit «-Methylbuttersiure (Methylathylessigsiure) 


und «-Methylhexansiure wurde meistens kein Aceton, in ver- 
einzelten Versuchen eine sehr geringe Menge erhalten. Wie aus dem 
Verhalten der beiden letztgenannten Siiuren hervorgeht, behindert 
die e-staindige Methylgruppe den normalen Abbau durch die Leber- 
schnitte erheblich. Es liegen hier gerade Ketten von 4 bzw. 
6 C-Atomen vor, die nach den Untersuchungen von Baer und 
Blum eine reichliche Bildung von Aceton erwarten lieBen. Auch 
bei der Verfiitterung von in a-Stellung methylierten fettaromatischen 
Siuren hatten Kay und Raper sowie R. Kuhn und Livada 
den normalen Abbau durch §-Oxydation festgestellt. Ob die 
Diskrepanz der Befunde durch die verschiedene Versuchsanordnung 
(iberlebende Leberschnitte und Verfiitterung) erklirt werden kann, 


| sei dahingestellt. 


In #-Stellung substituierte Sauren 


f-Methylbuttersiure ([sovaleriansiure) lieferte im Kinklang 
mit den Befunden von Baer und Blum sowie Embden, Salomon 
und Schmidt reichliche Mengen Aceton. Auch aus 6-Athylbutter- 
siure (Methylithylpropionsiure) wurde entgegen der von dem 
einen von uns”) friiher ausgesprochenen Vermutung in spateren 
Versuchen Aceton erhalten. Die friher von uns beobachtete 
fehlende Acetonbildung war, wie sich spater herausstellte, durch 
den zu geringen Calciumgehalt der Suspensionsfliissigkeit der Leber- 
schnitte bedingt. Damals war die Entstehung von Aceton aus 
1) Diese Z. 263, 235 (1940). 
*) KongreBber. II, 107, XVI. internat. PhysiologenkongreB 1938, Ziirich. 
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8-Methylbuttersiure (I) ohne Annahme einer Entalkylierung durch 
Oxydation am tertiiren C-Atom formuliert worden. 


cH-|-cH,—COoH 


Dieser Reaktionsmechanismus schien neben anderen Griinden 
vor allem auch deshalb wahrscheinlich zu sein, weil beim Abbau 
der #-Athylbuttersiure zunichst kein fliichtiges Keton erhalten 
wurde. In Analogie zu der obigen Formulierung war aus der 
B- Athylbuttersiure (II) Methylithylketon zu erwarten, das sich 
aber im Gewebe 


II * ou-+on, —COOH 
H,C, 

nicht nennenswert anhéufen kann (Winklhofer}), da es rasch 
weiter verandert wird. Nach der Feststellung, daB beim Abbau 
von #-Athylbuttersiure kein Methylathylketon sondern <Aceton 
(siche im experimentellen Teil) gebildet wird, muB die friihere 
Auffassung berichtigt werden. Die Entstehung von Aceton aus 
der 6-Athylbuttersiiure 1a8t sich nur durch Annahme einer Ent- 
alkylierung und tiber die Zwischenstufen von #-Oxybuttersiure 
und Acetessigsiure befriedigend erkliren. Auch Baer und Blum 
haben ihre Befunde so formuliert. 


H,C 


dio oH —CH,—COOH -> CH,—CO—CH,—COOH -> CH,—CO—CH, 


In entfernterer Stellung methylierte Séuren 


Uberraschenderweise wird auch aus y -Methylvaleriansiure 
(Isocapronsiure) (III) Aceton gebildet. Die Deutung dieses Be- 
fundes ist schwierig. Die Acetonbildung kénnte durch y-Oxydation 
oder aber auch durch @-Oxydation und Entalkylierung erklirt 
werden. Welcher der beiden Wege merges wird, 1aBt sich 


BN on _CH, —CH,—COOH 88 on _cH,—CH,1-COOH 

HC” iy H,c™ ieee. 

nicht ohne weiteres entscheiden. d-Methylcapronsaure wird 

gleichfalls zu Aceton abgebaut. Die Acetonbildung laBt sich 

zwanglos durch #-Oxydation und Entalkylierung erkliren. 
Schwieriger verstandlich ist die Acetonbildung aus «-Methyl- 

heptansiure. (IV). Man kénnte in Analogie zu der y-Methyl- 
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yaleriansdure (Isocapronsiure) annehmen, da8 entweder y-Oxydation 


| mit Entalkylierung oder aufeinanderfolgende f- und «-Oxydation 


mit Entalkylierung stattgefunden hat. Ferner kime auch auf- 


| einanderfolgende f- und y-Oxydation ohne Entalkylierung in Frage. 


HC. 
IV CH—CH,— CH,~-CH,—CH,—COOH 


H,c”* 

HyC. 

OP ett s CH,-|-CH,-CH, COOH 

HC, 

nes CH-|-CH, — CH, —CH, |-CH, COOH 
8 


Auch die ¢-Methylcaprylsiure liefert Aceton, dessen Bildung 
durch aufeinanderfolgende 6-Oxydationen und Entalkylierung ohne 
weiteres verstandlich ist. 


Besprechung der Befunde 


Die angefihrten Untersuchungsergebnisse weisen darauf hin, 
daB der Abbau aliphatischer Fettsiuren mit verzweigter Kohlen- 
stoffkette, deren Verzweigung endstindig gelegen ist, unter Ent- 
alkylierung erfolgt. Ob sich ihr Abbau im Kérper ebenso voll- 
zieht, ist durch die an iiberlebenden Gewebsschnitten gewonnenen 
Ergebnisse noch keineswegs bewiesen, immerhin ist ein méglicher 
Abbauweg sichergestellt, der allerdings im intakten Organismus 
auch ein nur wenig beschrittener Nebenweg sein kann. Wie sich 
die Entalkylierung im einzelnen vollzieht, ist véllig ungeklart. 
Es wire interessant und wichtig diesen Vorgang in einzelne Stufen 
zerlegen und das Schicksal des Alkylrestes verfolgen zu kénnen. 
Bisher in dieser Richtung durchgefiihrte Versuche haben zu 
keinem Ergebnis gefihrt, 

Bemerkenswert ist der Abbau sowohl der y-Methylvalerian- 
siure (Isocapronsaure) als auch der s-Methylheptansaure zu Aceton, 
da er in beiden Fallen nicht durch reine £-Oxydation mit Ent- 
alkylierung erklirbar ist. Von den verschiedenen erdérterten 
Moglichkeiten erscheint uns die Annahme einer y-Oxydation der 
einer «-Oxydation vorzuziehen zu sein. Denn aus Isobuttersiure 
haben weder friihere Untersucher noch wir Aceton erhalten, das 
durch @-Oxydation ohne weiteres entstehen kénnte. 

Dem Befund, dab unter bestimmten Umstinden 7- oder 
«-Oxydation vorkommen kann, messen wir aber keine allgemeinere 
Bedeutung zu. Diese Art von Abbau tritt vermutlich nur bei 
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unphysiologischen Substraten auf und ist bei der Oxydation der 
in der Natur vorkommenden Fette noch nie beobachtet worden, 


Experimenteller Teil 


1. Substrate. Mit Ausnahme der Siuren mit 7, 8 und 9 C-Atomey 
wurden kiéiufliche Priiparate verwendet, die durch Destillation gereinigt 
wurden. d-Methylcapronsiure, e-Methylheptansiiure und ¢-Methyleaprylsiure 
wurden durch 1- bzw. 2malige Malonestersynthese aus Isobutylessigsiiure 
bzw. Isoamyljodid hergestellt. Bei den Vorschriften fiir die bekanntey 
Stufen: Alkylmalonester —> Alkylmalonsiiure -» Alkylessigsiiure —-> Alky!- 
essigsdurechlorid -» Alkylessigester -> Alkylithanol —-> Alkylithyljodid 
wurden folgende Abinderungen beniitzt. Die Alkylmalonestersynthese wurde 
in n-Butanol’) ausgefiihrt, von dem dabei durch Umesterung erhaltenen 
Estergemisch jedoch nur der iiberschiissige Malonester abdestilliert und die 
andern mit wiBriger Kalilauge 1:2 unter Riihren in der Hitze verseift, 
Die vom Unverseifbaren getrennten Malonsiiuren wurden ohne weitere 
Reinigung decarboxyliert, indem durch einen geeigneten Destillationsaufsatz 
und eine entsprechend iiber dem Siedepunkt der erwarteten Essigsiure ge- 
haltene Temperatur dafiir gesorgt wurde, da letztere sofort laufend ab- 
destillierte und so unliebsamen Reaktionen entzogen wurde. — Die Reduktion 
der Alkylessigsiureester wurde in Toluol mit Natrium und Butanol®) aus- 
gefiihrt. Zu 60g Na in Stiicken in 200 cem siedendem Toluol wurden 
10 cem Butanol und zur Beseitigung kleiner Mengen Wasser®) durch momen- 
tane Verseifung 2cem Ameisensiureithylester zugegeben. Der Esteriiberschui 
verschwindet als CO und HOC,H;. Sobald die Reaktion in Gang war, lief 
man 20 g des Alkylessigesters in 100 cem Butanol zulaufen, sodann noch- 
mals 100 cem Butanol, jeweils mit 2 cem Ameisenester versetzt. Wenn nach 
lingerer Zeit eine feste Abscheidung den Reaktionsfortgang behinderte, 
wurden 100 cem Butanol und 100 ccm Toluol zugesetzt und zum Schlub 
100 cem Toluol. Zur Vereinfachung der Aufarbeitung gaben wir vorsichtig 
zar heiBen Lisung etwa 100°/,ige Ameisensiiure bis zu kleinem Uberschui 
(125 g). Nach 15 Minuten Kochen lieB man iiber Nacht stehen und konnte 
dann vom Natriumformiat absaugen, das mit Benzin gut gewaschen wurde. 
Die Lésungsmittel wurden durch eine lange Widmerkolonne abdestilliert, 
sodann der Alkohol durch eine Widmerkolonne mit 16 em Spiralenliinge. 
Die Rohausbeute betrug so beim Isoheptanol 93°/, d. Th., wobei es 
einen deutlichen Vorteil beziiglich Héhe und RegelmaBigkeit der Ausbeute 
brachte, wenn dem Natrium vor der Reaktion 1,5 cem Quecksilber zugesetzt 
worden waren. 


2. Mikroversuche. Organschnitte, wie sie bei der Warburgtechnik 
iiblich sind, von insgesamt etwa 100 mg Trockengewicht (die Trockensubstanz 
wurde jeweils nach Versuchsende bestimmt) wurden in 5 eem Bicarbonat- 
batttis nach Krebs und Henseleit*), die das Natriumsalz der betreffenden 


ey Biedbaa u. H. Ulrich, Ber. chem. Ges. 64, 2511 (1931). 

2) a. a. O. S. 2510. Die Autoren arbeiten in Benzin Siedep. 70—80’. 

3) F. Adickes, W. Brunnert u. O. Licker, Ber. chem. Ges. 68, 2753 
(1930). 4) Diese Z. 210, 33 (1932). 
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Fettsiiure in einer Konzentration von m/100 enthielt, in einer Atmosphire 
yon O, mit 5 Vol.-°/, CO, 2 Stunden im Thermostaten von 38° geschiittelt. 


Fn je 2cem der Liésung wurde dann das Aceton in der von Lang’) an- 


gegebenen Destillationsapparatur bestimmt. Gleichzeitig wurden Leer- 
pestimmungen aus Ansitzen ohne Fettsiure durchgefiihrt, deren Ergebnis 
'vom Hauptversuch abgezogen wurde. 


3. Makroversuche. Je 5g Leberschnitte wurden mit 20 cem der oben- 
peschriebenen m/100 Fettsiurelésung in einer Atmosphire von O, mit 5 Vol.-°/, 
CO, 2 Stunden bei 38° geschiittelt. Dann wurde die Fliissigkeit in eine 
2.4-Dinitrophenylhydrazin in 2 n-H,SO, enthaltende, eisgekiihlte Vorlage 
abdestilliert. Nach mehrstiindigem Stehen im LEisschrank wurden die 
Dinitrophenylhydrazone abgesaugt, mit Wasser gewaschen und 1—2mal aus 
absoluten Alkohol umkrystallisiert. Die Ausbeuten mehrerer Parallelansitze 
wurden jeweils vereinigt. In Leerversuchen ohne Fettsiiure wurde nie das 
Ausfallen eines Dinitrophenylhydrazons beobachtet. 


iJe 100 mg Schnitte (Trockengewicht) in 5 cem Lésung. Konzentration der 


Fettsiiuren jeweils m/100 


























Durchschnittswerte 
d L. = h Siure Acetonausbeute 
er Versuche ; mg Aceton in 9), 
14 6-Methylbuttersiure ..... 0,274 9,5 
(Isovaleriansiure) 
5 6-Athylbuttersiure. ..... 0,135 4,6 
(Methylathylpropionsadure) 
8 y-Methylvaleriansiure ... . 0,083 2,9 
(Isocapronsiure) 
8 0-Methyleapronsiiure. .. . . 0,073 2.5 
([soheptylsiure) 


Beim Abbau der Siiuren erhaltene Dinitrophenylhydrazone: 
Aus #- Methylbuttersiiure: Schmelzp. 124°. Mischschmelzpunkt mit 


| Acetondinitrophenylhydrazon 124°. 


3,646 mg Subst.: 6,050 mg CO,, 1,390 mg H,0. 
C,H,,0,N, Ber. C 45,36 H 4,23 Gef. C 45,43 H 4,28. 


Aus y-Methylvaleriansiiure: Schmelzp. 125°. Mischschmelzpunkt mit 


| Acetondinitrophenylhydrazon 124°. 


5,224 mg Subst.: 8,660 mg CO,, 1,930 mg H,0. 
C.H,,O,N, Ber. C 45,36 H 4,23 Gef. C 45,24 H 4,14. 


Aus )- Methyleapronsiiure: Schmelzp. 124°. Mischschmelzpunkt mit 
Acetondinitrophenylhydrazon 124°. 


) Klin. Wschr. 1939, 913. 
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4,698 mg Subst.: 7,850 mg CO,, 1,840 mg H,O. — 2,221 mg Subst,: 
0,451 cem N, (19°, 760 mm). 


C,H,,0,N, Ber. C 45,36 H 4,23 N 23,53 
Gef. ,, 45,58 » en 2: ares 
Aus e-Methylheptansiiure: Schmelzp. 123°. Mischschmelzpunkt mit 
Acetondinitrophenylhydrazon 124°. 
4,971 mg Subst.: 8,320 mg CO,, 1,930 mg H,O. — 2,348 mg Subst.: 
0,475 cem N, (21°, 767 mm). 
C,H,,O,N, Ber. C 45,36 H423 N 23,53 
Gef. ,, 45,67 » 4,35 » 23,68 . 
Aus ¢-Methyleaprylsiure: Schmelzp. 125°. Mischschmelzpunkt mit Aceton- 
dinitrophenylhydrazon 125°. 
5,154 mg Subst.: 8,570 mg CO,, 1,960 mg H,O. — 2,094 mg Subst: 
0,429 cem N, (21°, 757 mm). 
C,H,,.O.N, Ber. C 45,36 8H 4,23 £N 23,53 
Gef. ,, 45,47 » 4,27 » 23,68 . 


Aus 6-Athylbuttersiure: Schmelzp. 123°. Mischschmelzpunkt mit Aceton- 
dinitrophenylhydrazon 124°, Mischschmelzpunkt mit Methylithylketondinitro- 
phenylhydrazon 99°. 

4,999 mg Subst.: 8,330 mg CO,, 1,950 mg H,O. — 2,050 mg Subst: 
0,424 cem N, (25°, 749 mm). 

C,H,,O,N, Ber. C 45,36 4H 4,23 N 23,53 
Gef. ,, 45,46 »» 4,37 19 23,36. 


Zusammenfassung 


Es wird iiber den Abbau von aliphatischen Fettsiuren mit 
verzweigter Kohlenstoffkette durch iiberlebende Gewebschnitte 
berichtet. «a-Stindige Methylgruppen hindern den normalen Ab- 
bau durch Leber erheblich. In £-Stellung methylierte und athylierte, 
ferner in ¥, 0, é, ¢-Stellung methylierte Sauren (w-L[sopropylfettsiuren) 
werden durch Leberschnitte zu Aceton abgebaut. Dieser Abbau 
l4Bt sich nur durch Annahme einer Entalkylierung befriedigend 
erklaren. Bei der Acetonbildung aus y-Methylvaleriansaiure und 
é-Methylheptansaure findet offensichtlich auBer der Entalkylierung 
noch «- oder y-Oxydation statt, wobei die y-Oxydation fiir wahr- 
scheinlicher gehalten wird. Durch Schnitte von Nieren, Milz 
und Lunge wird keine der untersuchten Séuren zu Aceton abgebaut. 
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Uber den Abbau aliphatischer Ketone 
durch iiberlebendes Gewebe') 
Von 


Franz Winklhofer (A. A.) 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Militérirztlichen Akademie Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1940) 








Die Frage, ob Aceton und andere aliphatische Ketone vom 


‘Kérper verindert werden oder ob sie unangreifbar sind und nach 


ihrer Kinverleibung quantitativ unverindert wieder ausgeschieden 
werden, ist von wesentlicher Bedeutung fiir Untersuchungen iiber 
den Abbau der Fette bzw. Fettsiuren im Kérper. Bekanntlich 
gehen Fettsiuren im K6rper schon normalerweise zum Teil in 
die sogenannten Acetonkérper (Acetessigsiure, §-Oxybuttersiure 
und Aceton) iiber. Unter pathologischen Verhiltnissen, z. B. dem 
Diabetes mellitus oder bei linger andauerndem Hunger, werden 
im Kérper sehr erhebliche Mengen dieser Acetonkérper gebildet. 
Uber die Uberfihrbarkeit von Acetessigsiure und £-Oxybutter- 
siure in Aceton liegen sehr viele Untersuchungen und ein reich- 
haltiges Schrifttum vor. Wenig oder fast gar nicht bekannt 
dagegen ist das weitere Schicksal des Acetons und anderer 
aliphatischer Ketone, die vermutlich unter Umstinden Zwischen- 
produkte sowohl beim Abbau der Fettsauren als auch bestimmter 
Aminosdéuren sein kénnten. So ist z.B. zu erwarten, daB Methyl- 
ithylketon ein Zwischenprodukt beim Abbau des Iso-Leucins ist. 


Schwarz’) zeigt in Fiitterungsversuchen, da8 Methylithylketon, Me- 
thylpropylketon und Diithylketon im Kérper angegriffen werden. Vom ver- 
fiitterten Didthylketon wurden 90°/,, vom Methylithylketon 32°/, und vom 
Methylpropylketon 25°/, abgebaut. Ferner untersuchte er das Verhalten 
von Aceton gegeniiber Leber-, Nieren-, Lungen- und Muskelextrakt und 
fand, daB sie Aceton angreifen. Der Abbau war jedoch kein einheitlicher. 
Er sechwankte in den verschiedenen Versuchen zwischen 1,6 und 25,8°%/,. 

Embden und Michaud) setzten lebensfrischem Leberbrei Aceton 
in physiologischer Kochsalzlésung zu und fanden, daB Aceton in geringen 


YD11. 
*) Arch. f. exper. Path. 40, 168 (1898). 
*) Beitr. chem. Physiol. u. Path. 11, 332 (1908). 
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Mengen verschwindet. Sie kamen zu folgendem Ergebnis: 150 g Leberbyy; 
brachten in 1 Stunde 11 mg = 25°), der vorgelegten Menge, 19 g¢ Leberbry; 
6mg = 11,5°/, und 50g Leberbrei 6 mg = 16,2°/, zum Verschwinden. 


Saneyoshi') verfiitterte an Kaninchen Methylithylketon und konnte 
aus dem Harn dann Butanol-glucuronsaures Barium isolieren. Aus diegey 
Versuchen geht mit Bestimmtheit hervor, daB ein Teil des Methylithyl. 
ketons im K6érper zu dem entsprechenden Alkohol reduziert worden wo. 
Leider enthalten die Angaben von Saneyoshi nichts iiber die quantitative, 
Verhiltnisse. 

In dieser Arbeit untersuche ich den Abbau von Aceton uni 
einiger homologer Ketone durch Gewebsschnitte verschiedeng 
Organe. Zugleich soll festgestellt werden, welche Organe 
diesem Abbau befaihigt sind. Es wurden Mikroversuche durch. 
gefiibrt und das Ergebnis an Makroversuchen kontrolliert. 

In der Tab.I sind die Mengen der in den Mikroversuchen 
verschwundenen Ketone auf 100mg Gewebetrockensubstanz be. 
rechnet wiedergegeben. Die Zahlen sind Durchschnittswerte von 
je 6 Versuchen. 

Tab.I zeigt, daB Aceton von Leber, Milz, Niere, Lunge uni 
Muskel zu 20—27°/, abgebaut wird. Fir Methyl-iso-propylketo 
ergeben sich fiir dieselben Organe Werte von 30—38 °/, und fiir 
Methyl-n-propylketon Werte von 15—39°/. Methylathylketon 
wurde von Leber, Niere und Muskel zu 20—26°/, abgebaut. 

Der Abbau des Acetons ist im allgemeinen geringer als der 
der homologen Ketone. Dieses Ergebnis entspricht auch den Fes: 
stellungen von Schwarz, wobei ich jedoch nicht so erhebliche 
Unterschiede finden konnte. 


Tabelle I 


Abbau der Ketone durch je 100mg Organ (Trockensubstanz) 
Vorgelegte Ketonmenge: 4 ccm m/200-Lésung 


























Abgebaut wurden °/, der vorgelegten Menge: 
Organ i. | wea | ee | 
POR vicinal ot st berm Pen ios NE 
a ae 38 | 39 oo” 26 
©” GRR BE A 34 | 23 26 | 21 
Niere .... 38 | 27 | 26 | 93 
lange .... 38 | 30 oe 20) 








Muskel.... 30 15 24 27 


') Biochem. Z. 36, 22 (1919). 
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pda8 Methylathylketon im Kérper zu Butanol reduziert wird. 
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Tab.II enthalt die Ergebnisse der Makroversuche. Dabei 
haut die Kaninchenleber 79—82°/, des vorgelegten Acetons, 
g9—92°/, des Methylaithylketons, 94°/, des Methyl - iso - propyl- 
ketons, 84°/, des Methyl-n-propylketons und 89—91°/, des Di- 
ithylketons ab. Der grofe Unterschied gegeniiber den Mikro- 
rersuchen ergibt sich einfach daraus, daB die Menge der Gewebe- 
schnitte in einem ganz anderen Verhiltnis zur vorgelegten Keton- 
menge steht. Rechnet man aber die verschwundenen Ketonmengen 
auf die Gewichtseinheit Organ um, so liegen die Zahlen sowohl 
fir die Mikro- als auch fiir die Makroversuche durchaus in etwa 
der gleichen GréBenordnung. Diese Gegeniiberstellung der in 
den Mikroversuchen gewonnenen Durchschnittswerte mit den Er- 
gebnissen der Makroversuche ist in Tab. III wiedergegeben. 


Tabelle II 


Makroversuche. Material: Schnitte von Kaninchenleber 


























Gewicht 

Versuchslésung d. Organs Vorgelegt | Abgebaut A 

in g ' in mg in mg 
eg ae ly 65 24,4 20,0 82 
70 27,8 21,9 79 
Methylithylketon .. . 65 35,8 32,6 92 
60 40,3 35,8 89 
Diithylketon. . .... 70 43,0 39,0 91 
60 43,0 38,1 89 
Methyl-iso-propylketon . 65 34,9 32,9 94 
Methylpropylketon .. . 65 42,2 35,2 84 


Tabelle III 














10 g Lebertrockensubstanz bauten ab 
im Mikroversuch | . ? 

im Durchschnitt | 2 Makroversuch 
in mg in mg 
WON ch eee ee ae 
| | 15,4 
Methylithylketon ....... 30,0 | 25,1 
| 29,8 
Methyl-iso-propylketon . . . . . 54,0 | 25,3 
Methylpropylketon. . ..... 39,0 | 27,6 





Wie schon eingangs erwahnt, hat Saneyoshi nachgewiesen, 
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Dieser reduktive Abbau kann jedoch nicht betrichtlich sein, deny 
in meinen Versuchen ergeben die Mikroversuche mit jodometr.fmfeh 
scher Bestimmung und die Makroversuche mit Fallung einesmheb 
2,4-Dinitrophenylhydrazons praktisch dasselbe Resultat. Bei einerimVer 
wesentlichen Reduktion zu den Alkoholen wire eine gréBere Diffe. Mist. 
renz zwischen Mikro- und Makroversuch zu erwarten gewesen iibr 
da ja bei der jodometrischen Analyse auch die gebildeten Alkoholefmbest 
mit erfaBt worden waren. Es ist daher wahrscheinlich, daB Aceton Mak 
bzw. seine Homologen vom Kérper oxydativ abgebaut werden. 

Die Versuche zeigen also, daB Aceton bzw. seine Homologen oben 
vom Kérper verandert werden. Es ist daher Vorsicht geboten, jm*™ 
die Acetonbildung als quantitativen Test des Fettsiureabbaues 
zu betrachten., 





Experimenteller Teil eine 





Prinzip der Versuchsanordnung: Zu den Gewebeschnitten, & ch 
deren Trockengewicht spiter bestimmt wurde, wurde immer dieselbe MRVorl 


Menge einer Ringerketonlésung gegeben und am Ende des Ver. we 
1m 


suches die tbriggebliebene Ketonmenge wieder ermittelt. Da die 
Ketone sehr flichtig sind, wurde die tatsichlich bei den Versuchen 
vorgelegte Ketonmenge in einer besonderen Analyse festgestellt. 


Mikroversuche: Sofort nach dem Téten der Ratten wurden die Organe 
in Ringerlésung von Zimmertemperatur gebracht und Gewebeschnitte von 
0,2—0,3 mm mittlerer Dicke angefertigt. Die Gewebeschnitte wurden in 
6 GefaiBe entsprechend der von Krebs und Henseleit') angegebenen Apps- 
ratur, eingefiillt. In Gefi®8 Nr. 1 und 2 kamen dann 4 cem Ringerlésung 
ohne Ketone um die Blindwerte zu ermitteln. In Kélbchen Nr. 3—6 wurden 
4eem der m/200-Keton-Ringerlésung vorgelegt. Dann wurde ganz kur 
Zeit ein Gasgemisch von 95 Vol.-°/, O, und 5 Vol.-°/, CO, dariibergeleitet 
und im Thermostaten bei einer Temperatur von 38° 1 Stunde lang geschiittelt. 
AnschlieBend erfolgten in 1 cem der je aus den GefiBen 1—6 entnommenen 
Lésung die jodometrischen Analysen. Die Kélbchen, welche nicht sofort 
analysiert werden konnten, wurden solange im Eisschrank auf bewabrt. 
Destilliert wurde mit der von K. Lang’) beschriebenen Destillationsapparatu. 
Als Dauer der Destillation haben sich fiir die einzelnen Ketone folgende 
Mindestzeiten ergeben: Aceton 30 Minuten, Methyl-n-propylketon und Metby!: 
iso-propylketon 60 Minuten, Methylithylketon 45 Minuten. Ein Uberschreiten 
der Destillationsdauer hat nur insofern einen Einflu8 auf das Versuchs 
ergebnis, als die Blindwerte sich erhdhen. Das Endresultat wird dadureb 
allerdings nicht beeinfluBt. 


Leerversuche zeigten, da8 bei der beschriebenen Versuchs- 
sushienins 96—98°/, der vorgelegten Ketone wieder gefunden werden. 











1) Diese Z. 210, 33 (1932). 
*) Klin. Wschr. 1939, 913. 
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Bei dieser Versuchsanordnung kénnen folgende Umstinde 
Fehlerquellen bedingen: Einmal kénnen die Gewebeschnitte er- 
hebliche Mengen Ketone aufnehmen, so daB bei der Analyse der 
Jersuchslésung ein Abbau der Ketone vorgetiuscht wird. Ferner 
ist die jodometrische Bestimmung unspezifisch. Es wiirden mit 
thr auch die evtl. durch Reduktion entstandenen Alkohole mit- 
pestimmt. Infolgedessen wurden zur Kontrolle der Befunde auch 
Makroversuche mit einer anderen Analysentechnik durchgefiihrt. 

Fiir die Makroversuche waren die Versuchslésungen dieselben wie die 
oben fiir die Mikroversuche beschriebenen. Auch wurden die Gewebe- 
schnitte von Kaninchenleber in derselben Weise hergestellt. Es wurden 
jeweils 100cem der Ketonversuchslésung in einem Kolben von 500 ccm 
orgelegt und dann 2 Stunden in einem Thermostaten von 38° geschiittelt. 
Nach AbschluB des Versuches wurde der Kolben mittels eines Schliffes an 
einen Kiithler angeschlossen und unter gelindem Sieden die Fliissigkeit ab- 
destilliert, bis das Destillat mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin keine Fillung 
mehr ergab. Die Destillationszeit betrug im allgemeinen 1 Stunde. Die 
Vorlage war von vornherein mit 2,4-Dinitrophenylhydrazinlésung in 2 n-H,SO, 
beschickt und wurde in Eiswasser gekiihlt. Nach mehrstiindigem Stehen 
im Kissechrank wurden die ausgefallenen Hydrazone auf vorgewogene kleine 
Glasfilternutschen abgesaugt und griindlich mit Wasser ausgewaschen. Die 
Nutschen wurden sodann im Hochvakuum iiber H,SO, getrocknet und gewogen. 


Zusammenfassung 


Es werden Versuche iiber den Abbau von Aceton, Methyl- 
n-propylketon, Methyl-iso-propylketon, Methylithylketon und Di- 
athylketon durch iiberlebende Organschnitte mitgeteilt. Die Versuche 
ergeben, daB Leber, Milz, Niere, Lunge und Muskel die Ketone 
abzubauen vermégen. Das AusmaB des Abbaues, berechnet auf 
gleiche Mengen Trockensubstanz, ist fiir die verschiedenen Ketone 
ingefahr das gleiche, wobei die Werte fiir Aceton deutlich etwas 
niedriger liegen. Die genannten Organe bauen die Ketone un- 
sefahr gleichm&Big ab. Es wird wahrscheinlich gemacht, dab der 
Abbau der Ketone nicht in wesentlichem Umfang in Reduktion 
zu den Alkoholen besteht. 

Der Acetonnachweis ist nicht als quantitativer Fettsiure- 
abbautest zu verwerten. 
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Uber die tierische Fettsiuredehydrase 
V. Mitteilung. Das Vorkommen der Dehydrase 


Von 


Hans-Diedrich Cremer (St. A.) 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Militérairztlichen Akademie Berlin) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 25, Januar 1940) 


In der ersten Mitteilung’) hatte Lang ausgesprochen, daB die 
friiheren teils ergebnislosen, teils sich widersprechenden Arbeiten 
iiber tierische Dehydrasen aus verschiedenen Grinden nicht hatten 
zum Erfolg fiihren kénnen. Einmal hatte man mit wenig wirk 
samen Extrakten gearbeitet, weiterhin war von einer Codehydras 
sowie ihrer chemischen Konstitution nichts bekannt und schlieb. 
lich hatten erst die als Substrat verwendeten Fettsiuren mit einer 
héheren C-Atomzahl die Wirkung der Dehydrase deutlich werden 
lassen. Nachdem man nun an der aus Rattenleber gewonnenen 
Dehydrase ihre Kigenschaften hatte studieren kénnen, war die Frage 
nach dem Vorkommen des Fermentes in anderen Organen, wobei 


sich die Ratte als das bestgeeignete Versuchstier erwies, sowie bei 


anderen Tierarten von Interesse. 


1. Vorkommen in Rattenorganen 


muskulatur beschrankt. In der Herzmuskulatur fand sich nun eine 
ebenso spezifische Dehydrase, doch waren die Extrakte wenig aktir. 


Ebenfalls lieB sich das Ferment aus Nierengewebe darstellen, die (7 


Extrakte waren jedoch auBerst empfindlich schon gegen geringe 
Erwarmung und verloren viel rascher als Leberextrakte ihre 
Aktivitat, vielleicht weil infolge der noch mangelhaften Reiniguns 
andere proteolytische Fermente mit anwesend waren. Auch in det 
Milz fand sich das Ferment, wobei vor allem die gute Trennungs 


moglichkeit vom Co-Ferment auffaillig war. Aus Fettgewebe konnte f 





) Diese Z. 261, 240 (1939). 
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ein sehr aktiver Fermentextrakt gewonnen werden. Der von Y osil?) 
angegebene Unterschied im Fermentvorkommen zwischen Darm- 
ett und subcutanen Fettgewebe konnte nicht beobachtet werden. 
?Waihrend im Gehirn eine Dehydrase nicht gefunden wurde, wies 
Lungengewebe wiederum einen miaBig starken Gehalt an spezi- 
fischem Ferment auf. Der weitaus aktivste Extrakt aber wurde 
aus dem Diinndarm gewonnen. Die Tabelle zeigt die Wirkung 
der verschiedenen Extrakte. 
Kin wesentlicher Unterschied in den HKigenschaften des aus 
den verschiedenen Organen dargestellten Fermentextraktes gegen- 
Fiber den von Lang beschriebenen lie sich nicht ermitteln. Zwar 
erwies sich vor allem beim Darm zum Aufnehmen des Fermentes 
aus dem Gewebe eine Phosphat-Pufferlésung von p, 6,8 als am 

Bcecignetsten, doch blieb das Wirkungsoptimum zur Dehydrierung 
heim p, 8,0. 

Zur spiteren Klirung der Phosphorylierungsvorginge bei der 
Dehydrasenwirkung wurden Versuche mit phosphatfreien Puffer- 
lésungen gemacht. Im Boratpuffer konnte eine Fermentwirkung 
nicht beobachtet werden, dagegen erwies sich Veronalpuffer vom 
py8,0 als dem Phosphatpuffer gleich geeignet. 

Aber auch in mit phosphatfreiem Puffer hergestellten Extrakten 
war der Phosphatgehalt infolge noch mangelhafter Reinigung so 
hoch, daB die Rolle der Anwesenheit des Phosphats bei der 
Fermentwirkung vorliufig nicht geklirt werden konnte. 

Uber die verschiedenen Substrate, in deren Abbau die 
Dehydrase eingreift, wird spiter berichtet werden. 


Tabelle 


Extraktmenge: bei Darm 0,2 ccm, sonst 1,0 eem 
=| Mb: 0,2cem bei Darm, Fett, Herz 1:2000; bei Niere, Milz, Lunge 1:5000 
Substrat: (m/100-palmitins. Kalium) 1,0 cem. Co-Ferment: 50 


































Entfirbungszeiten (in Minuten) 








Mit Substrat Ohne Substrat Mit Substrat 


mit Co-Ferment mit Co-Ferment ohne Co-Ferment 
mem kg 7 23 35 
eee 26 19] LY1 
Re Se 74 214 429 
See 20 AD 60 
ee 36 65 124 
Iunge ... 1] 31 HI 











') J. of Biochem. 26, 397 (1937). 
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2. Vorkommen bei anderen Tierarten 


Wahrend sich die Rattenorgane als gut geeignet zum Nach. 
weis der Dehydrase erwiesen hatten, konnten aus Kaninchenorganey 
nur wenig aktive Extrakte hergestellt werden. Bei Leber und 
Darmschleimhaut gelang der Nachweis, bei Fettgewebe, Muskulatur, 
Milz und in Galle wurde eine Dehydrase nicht gefunden. De 
fehlende Nachweis bei den Organen, die bei der Ratte Dehydrasg 
enthielten, ist aber wohl nur einer groBben Labilitit der Fermente 
‘bzw. einer noch nicht hinreichend ausgearbeiteten Methodik zu. 


zuschreiben. 
Beim Kaltbliiter, Frosch, konnte das Ferment weder in der 


Leber, noch im Darm oder der Muskulatur gefunden werden. 


Methodisehes 


Darstellung der Dehydraselosungen 


1. Bei Herz und Milz war die Methode die gleiche wie sie Lang bei 
der Leber beschrieben hatte. Ebenso bei der Niere, wobei jedoch das 
Zentrifugieren stets im Kilteraum zwischen 0° und + 3° ausgefiihrt werden 
muBte. 

2. Fett. Das Gewebe wird im ganzen blutfrei gewaschen. Gute 
Zerkleinerung mit der Schere. Mit der 4fachen Menge kalten Wassers im 
eisgekiihltem Morser verreiben. 10 Minuten im Kihlraum stehen lassen, 
2—3mal durch ein Tuch pressen. Die Waschwiasser werden vereinigt, mit 
primiren Kaliumphosphat auf py 6,0 gebracht und mit der gleichen Menge 
ges. Ammoniumsulfat versetzt. Der Niederschlag wird abzentrifugiert und 
in m/20-Phosphatpufferlésung p, 8,0, deren Menge gleich dem Gewicht des 


verwendeten Fettgewebes ist, geldst. 
Lunge. Erste Aufarbeitung wie Fettgewebe. Nach der Zerkleinerung 


mit der Schere verreiben im Mérser und mit der 4fachen Menge m/20- 
Phosphatpuffer py 6,8 bei 0° ansetzen. 10 Minuten stehen lassen, 20 Minuten 
bei 0° zentrifugieren, dann filtrieren und zum Versuch mit einem Uberschub 


Phosphatpuffer py 8,0 versetzen. 

Darm. Der Diinndarm wird aufgeschnitten und mit Wasser abgespiilt. 
Sodann Zerkleinerung bei 0° in der Latapiemiihle. Mit der 2'/,fachen 
Menge m/20-Phosphatpuffer py 6,8 im Mérser bei 0° verreiben, 10 Minuten 
stehen lassen, 20 Minuten bei 0° zentrifugieren. Eine sich hiufig absetzende 
Fettschicht wird verworfen. Weiterbehandlung wie Lungenextrakt. 


Zusammenfassung 


In Rattenorganen, auBer in Leber und Muskulatur auch in 
Milz, Niere, Lunge, Darm und Fett findet sich die Fettsiure- 
dehydrase. Bei Kaninchen konnte das Ferment nur in Leber 
und Darm nachgewiesen werden. Beim Frosch gelang der Nach- 
wels nicht. 








